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1. INTRODUCCIÓN 

1.1. Leguminosas: características e importancia 

La familia Leguminosae comprende c. 700 géneros y 18000 especies de plantas 

herbáceas, arbustivas o arbóreas. Se divide en tres subfamilias: Caesalpinioideae (más 

primitivas), Mimosoideae y Papilionoideae (más avanzadas evolutivamente). Son plantas 

cosmopolitas, siendo su distribución más frecuente en climas tropicales y subtropicales. 

Después de los cereales, constituyen el segundo grupo de plantas cultivadas más 

importante, abarcando un 12% de las tierras agrícolas en el mundo (Sánchez y cols, 

2008). Su importancia se debe a que son una fuente esencial de alimentación humana y 

animal. Aportan proteínas (especialmente ricas en lisina), minerales (Ca, Fe, Cu, Zn, P, S, 

Mg) y vitaminas hidrosolubles (tiamina, riboflavina, niacina); además, poseen abundantes 

compuestos secundarios, algunos de gran importancia para la salud, como las isoflavonas. 

También son utilizadas en la industria para la obtención de aceites minerales y materias 

primas. Entre las leguminosas de mayor importancia agrícola podemos destacar 

leguminosas de grano como la judía (Phaseolus vulgaris), soja (Glycine max), guisante 

(Pisum sativum), garbanzo (Cicer arietinum), haba (Vicia faba) y lenteja (Lens 

cullinaris), y leguminosas forrajeras como la alfalfa (Medicago sativa), meliloto blanco 

(Melilotus albus), trébol rojo (Trifolium pratense) y distintas especies del género Lotus 

(L. corniculatus, L. tenuis). A nivel medioambiental, las leguminosas juegan un papel 

fundamental al fijar nitrógeno atmosférico (N2) tras establecer simbiosis con unas 

bacterias del suelo denominadas rizobios (apartado 1.2.).  
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Introducción 

En condiciones naturales la productividad de las leguminosas se encuentra limitada 

por diversos factores abióticos y bióticos, por lo que es necesario estudiar diferentes 

aspectos de su biología, en especial la fijación de N2, así como desarrollar plantas 

tolerantes a diversos tipos de estrés, especialmente hídrico y salino. Puesto que la planta 

modelo Arabidopsis thaliana no es capaz de establecer simbiosis con los rizobios, se han 

propuesto dos leguminosas, Medicago truncatula (Baker, 1990) y Lotus japonicus 

(Handberg y Stougaard, 1992), como modelos para el análisis genético y molecular de la 

simbiosis ya que presentan diversas ventajas con respecto a las leguminosas de interés 

agronómico: poseen un pequeño genoma diploide, son autógamas, tienen un ciclo de 

generación corto y una elevada producción de semillas, y son fáciles de transformar. 

Además, los genomas nucleares de estas especies se encuentran en una fase avanzada de 

secuenciación, y los genomas de los correspondientes rizobios, Sinorhizobium meliloti y 

Mesorhizobium loti, están totalmente secuenciados. 

1.2. Fijación biológica de nitrógeno 

El N es el cuarto elemento más abundante en las plantas después del C, H y O. Es un 

constituyente fundamental en los tejidos vegetales ya que forma parte de biomoléculas 

esenciales como aminoácidos, nucleótidos, proteínas, ácidos nucleicos, porfirinas y 

alcaloides. En la atmósfera, el N constituye el 78% del total de los gases que la componen 

y se encuentra en forma de dinitrógeno (N2), molécula totalmente inerte. En la litosfera, el 

N representa menos del 0,1%, localizándose mayoritariamente en las rocas. Sin embargo, 

solamente el 0,03% del N de la litosfera integra parte del suelo y, de éste, un 1-2% se 

encuentra en forma asimilable por las plantas, como nitrato (NO3
-) o amonio (NH4

+). Por 

tanto, a pesar de que el N es el elemento más abundante en la atmósfera, es un factor 

limitante para el desarrollo vegetal. La incorporación de este elemento a los sistemas 

biológicos se realiza mediante procesos de reducción del N2 a NH4
+. Se estima que c. 10 

millones de Tm de N se fijan cada año por oxidación del N2 en presencia de O2 y vapor 

de agua durante las descargas eléctricas producidas en las tormentas; además, entre 

90-140 millones de Tm de N son fijados por microorganismos en los ecosistemas 

terrestres mediante la fijación biológica de nitrógeno (FBN).  

La FBN es catalizada por el complejo nitrogenasa, el cual es sensible al O2 y 

exclusivo de procariotas de vida libre o en simbiosis con plantas. Los organismos del 
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primer grupo se engloban dentro de las arqueobacterias y eubacterias que pueden ser 

quimiolitotrofas o fotótrofas, anaerobias estrictas (Clostridium), facultativas (Klebsiella, 

Citrobacter), microaerobias (Azospirillum, Xanthobacter) o aerobias (Azotobacter). La 

FBN por asociación simbiótica entre plantas y microorganismos diazotrofos puede ser de 

distintos tipos: cianobacterias de los géneros Nostoc y Anabaena asociadas con helechos 

del género Azolla, gimnospermas del orden Cycadales y angiospermas del género 

Gunnera; interacción de algunas angiospermas no leguminosas con bacterias del género 

Frankia para formar simbiosis actinorrícicas; simbiosis de las leguminosas con bacterias 

de la familia Rhizobiaceae; y endofitos diazotrofos, que son bacterias que viven en el 

suelo y sólo fijan N2 cuando están asociadas a las raíces de gramíneas y otras especies de 

plantas no leguminosas.  

Otra fuente de entrada de N en los sistemas biológicos es la fertilización con abonos 

nitrogenados, fabricados a nivel industrial mediante la reducción de N2 con H2 para 

formar NH4
+, proceso que tiene lugar a temperaturas próximas a 500ºC y 300 atm de 

presión (reacción de Haber-Bosch). La fertilización química conlleva un elevado coste 

energético y económico, además de ser un potencial riesgo de contaminación ambiental. 

Esto puede ser debido a dos factores: la acumulación de NO3
- en aguas subterráneas y 

superficiales, que provoca la eutrofización; y la liberación de gases nitrogenados a la 

atmósfera, como los óxidos de nitrógeno (NOX) que favorecen la lluvia ácida, el óxido 

nitroso (N2O) que contribuye al efecto invernadero y a la destrucción de la capa de ozono, 

y el amoníaco (NH3) que tiene efectos nocivos sobre la salud animal y favorece, junto con 

la lixiviación del NO3
-, la acidificación del suelo. Otro aspecto a tener en cuenta es que la 

fertilización de zonas que previamente eran deficitarias en N puede alterar la 

biodiversidad de los ecosistemas. 

En el caso de los suelos cultivados, la cantidad de N disponible es muy baja y limita 

la producción agrícola disminuyendo el área foliar, la tasa fotosintética y el crecimiento 

vegetativo de los tejidos. Sin embargo, el uso de fertilizantes nitrogenados no resuelve las 

carencias de N de los suelos y su aplicación incontrolada puede tener efectos negativos en 

el medio ambiente. Por tanto, la FBN se presenta como una alternativa a la fertilización 

química, pues favorece el desarrollo de una agricultura sostenible. En este sentido, la 

FBN llevada a cabo por la simbiosis rizobio-leguminosa es la más importante. Se estima 

que la tasa anual de FBN por las leguminosas se encuentra entre 40 y 60 millones de Tm. 
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Esto supone un gran ahorro en el uso de fertilizantes químicos y permite a las 

leguminosas desarrollarse en suelos pobres en nutrientes (Aparicio-Tejo y cols, 2000). 

1.2.1. Fijación biológica de nitrógeno en la simbiosis rizobio-leguminosa 

Rizobios 

La familia Rhizobiaceae está formada por al menos ocho géneros (Rhizobium, 

Bradyrhizobium, Sinorhizobium, Azorhizobium, Allorhizobium, Agrobacterium, 

Phyllobacterium y Mesorhizobium) pertenecientes a las Proteobacterias de los subgrupos 

α y β. Son bacterias gram negativas, mótiles, que no esporulan. Cinco géneros de esta 

familia son capaces de interaccionar con leguminosas: Rhizobium, Bradyrhizobium, 

Sinorhizobium (Ensifer), Azorhizobium, Allorhizobium y Mesorhizobium (Tabla 1). 

Rhizobium es una bacteria de crecimiento rápido que nodula a leguminosas de climas 

templados. Los genes bacterianos para la nodulación se encuentran en el plásmido 

simbiótico (sym). Bradyrhizobium es de crecimiento lento (5-7 d) y nodula a leguminosas 

de climas tropicales y subtropicales. Mesorhizobium tiene una velocidad de crecimiento 

intermedia entre Rhizobium y Bradyrhizobium. Los genes de nodulación para los géneros 

Bradyrhizobium y Mesorhizobium se localizan en el cromosoma bacteriano. 

Sinorhizobium es de crecimiento rápido y presenta una homología del 96% con la 

secuencia ARN ribosomal 16S de Rhizobium. Azorhizobium es capaz de desarrollar 

nódulos fotosintéticos en la leguminosa de origen tropical Sesbania rostrata y de fijar N2 

no simbióticamente en concentraciones de O2 inferiores al 3%, (Aparicio-Tejo y cols, 

2000; Ramos y Bisseling, 2004). Allorhizobium está más próximo filogenéticamente al 

género Agrobacterium y es capaz de formar nódulos en el tallo de la leguminosa acuática 

de origen tropical Neptunia natans (de Lajudie y cols, 1998). 
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Tabla 1. Algunas bacterias de la familia Rhizobiaceae que forman nódulos con leguminosas. 
 

Género Especie Planta hospedadora 
Allorhizobium undicola Neptunia natans 
Azorhizobium caulinodans Sesbania rostrata 
Bradyrhizobium japonicum Glycine max 
Mesorhizobium loti Lotus japonicus 
 ciceri Cicer arietinum 
 plurifarium Leucaena leucocephala 
Rhizobium leguminosarum Medicago sp. 
  Phaseolus sp. 
  Pisum sp. 
 tropici Phaseolus vulgaris 
 mongolense Medicago ruthenica 
Sinorhizobium meliloti Medicago sativa 
 medicae Medicago sp. 
 terangae Acacia taeta 

Interacción rizobio-leguminosa 

La simbiosis rizobio-leguminosa requiere el establecimiento de un diálogo molecular 

entre ambos componentes que finaliza con la formación de un nuevo órgano llamado 

nódulo, donde tiene lugar la FBN. La planta libera flavonoides que inducen el 

crecimiento de la flora rizobiana del suelo, la quimiotaxis de los rizobios hacia la 

superficie de la raíz y la expresión de los genes responsables de la nodulación en la 

bacteria (genes nod). Estos genes participan en la síntesis de los quitinoligosacáridos que 

constituyen la estructura central de los factores de nodulación (factores Nod) responsables 

del inicio de la nodulación.  

Los factores Nod son lipoquitinoligosacaridos, constituidos por 3-5 residuos de 

N-acetil-D-glusosamina unidos por enlaces β(1-4) y por una cadena acil lipídica de 16 a 

26 átomos de C con distinto grado de insaturación. Aunque se han descrito similitudes 

entre los mecanismos de la simbiosis y la patogénesis (Soto y cols, 2006), existe una 

especificidad genética por la cual la interacción simbiótica se establece sólo cuando la 

planta dispone del receptor adecuado para reconocer el correspondiente factor Nod 

sintetizado por la bacteria. Esta especificidad está determinada por los grupos acetato o 

sulfato añadidos al oligosacárido y por el grado de insaturación del ácido graso.  
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Formación y tipos de nódulos 

Los factores Nod inician el proceso de nodulación provocando, en primer lugar, una 

despolarización de la membrana con entrada de calcio al citoplasma, que favorece la 

deformación del pelo radical. A continuación, las bacterias se adhieren a la raíz gracias a 

glicoproteínas (lectinas) producidas por la la planta y polisacáridos (lipopolisacáridos y 

exopolisacáridos) de la superficie bacteriana (Ramos y Bisseling, 2004). Los rizobios 

entran en las células de los pelos radicales al secretar celulasas que degradan parcialmente 

la pared celular. Mediante la invaginación de la membrana plasmática, las bacterias 

quedan dentro de una estructura tubular de origen vegetal llamada cordón de infección. 

En este momento, se da también la expresión de genes de la planta que codifican para las 

nodulinas. En la corteza radical, tiene lugar la elongación del cordón de infección hasta 

alcanzar la base del pelo radical y la formación del primordio nodular que posee un 

meristemo con capacidad mitótica activa. Por endocitosis, las bacterias se liberan al 

citoplasma vegetal transformándose en bacteroides, en cuyo interior se produce la fijación 

de N2, envueltas en una membrana procedente del plasmalema vegetal. Los bacteroides 

junto con la envoltura vegetal, denominada membrana peribacteroidal, constituyen el 

simbiosoma.  

Existen dos tipos de nódulos, determinados e indeterminados, que difieren en su 

morfología y algunas características bioquímicas (Fig. 1). Ambos tipos de nódulos poseen 

una zona central con células infectadas o no, rodeadas por el córtex, endodermis, 

parénquima nodular y tejido vascular. Los nódulos determinados se forman a partir de 

primordios establecidos en el córtex externo. Son esféricos, contienen simbiosomas con 

un número variable de bacteroides y aparecen frecuentemente en las leguminosas de 

climas tropicales y subtropicales. Los nódulos indeterminados se originan a partir de 

primordios del córtex interno, son alargados y cilíndricos, cada simbiosoma está ocupado 

por un solo bacteroide y son característicos de leguminosas de climas templados. Los 

nódulos indeterminados poseen un meristemo persistente que favorece una diferenciación 

acropétala en la que se diferencian varias zonas: zona I o meristemo apical; zona II, 

constituida a su vez por dos subzonas, la de invasión y la de preinfección; zona III o zona 

fijadora de N2 en la que generalmente hay mezcla de células infectadas y no infectadas; y 

zona IV o zona senescente.  
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Figura 1. Esquema de las estructuras de los nódulos indeterminados y determinados (modificado de Hirsch, 
1992). NC, córtex; NE, endodermis; NP, parénquima; VE, endodermis vascular; VB, tejido vascular; Sc, 
esclerénquima; P, peridermis; S, zona de infección. Nódulo indeterminado: S, zona senescente; NF, zona 
fijadora de N2; ES, zona de simbiosis temprana; TI, zona de invasión; M, meristemo. Nódulo determinado: 
ZI, zona infectada que incluye la zona fijadora de N2. 

El N2 fijado por ambos tipos de nódulos es excretado al citosol en forma de NH4
+ y 

asimilado por las enzimas glutamina sintetasa/glutamato sintasa. En el caso de las 

leguminosas con nódulos determinados, el N2 fijado es exportado generalmente en forma 

de ureidos (alantoína y ácido alantoico), mientras que las de nódulos indeterminados lo 

exportan en forma de amidas (asparragina y glutamina). En el caso de las leguminosas 

modelo, L. japonicus forma nódulos determinados, si bien constituye una excepción pues 

produce mayoritarimente amidas, mientras que M. truncatula produce nódulos 

indeterminados y también exporta el N2 fijado en forma de amidas. 

Complejo nitrogenasa 

La nitrogenasa es el complejo enzimático clave para la fijación de nitrógeno, reduciendo 

el N2 a NH4
+ y el H+ a H2 según la reacción:  

N2 + 8H+ + 8e- + 16ATP → 2NH3 + H2 +16ADP +16Pi 

El complejo está formado por dos metaloproteínas: una ferroproteína (Fe-proteína) o 

dinitrogenasa reductasa y una ferromolibdoproteína (FeMo-proteína) o dinitrogenasa. La 

Fe-proteína es un homodímero (α2), codificado por el gen nifH, que contiene cuatro 

átomos de Fe y un centro 3Fe-4S. La FeMo-proteína es un tetrámero (α2β2) codificado por 

el gen nifDK con dos tipos de centros: centro P (4Fe-4S) y cofactor FeMoco, que 
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representa el sitio activo de la enzima donde se reduce el sustrato. La Fe-proteína se 

activa con dos moléculas de MgATP y recibe los electrones procedentes de la 

ferredoxina. A continuación, se forma el complejo nitrogenasa por unión de las dos 

metaloproteínas a través de la interacción de la Cys y la His de la Fe-proteína con el Fe y 

el Mo de la FeMo-proteína, respectivametne, el ATP se hidroliza y mediante la 

transferencia de un electrón, se reduce la Fe-proteína. Finalmente, la FeMo-proteína 

intercambia MgADP por MgATP y se inicia nuevamente el ciclo. Se necesitan ocho 

electrones para reducir una molécula de N2, seis para la reducción del N2 y dos para la 

liberación del H2. Una vez acumulados los electrones necesarios, el sustrato es reducido 

por la FeMo-proteína.  

1.2.2. Regulación de la concentración de O2 en el nódulo 

El O2 inactiva de manera irreversible al complejo nitrogenasa. No obstante, el proceso de 

FBN consume gran cantidad de ATP producido por la respiración bacteroidal. Por ello, la 

concentración de O2 en el nódulo debe estar estrictamente regulada; para ello existen dos 

mecanismos fundamentales: la barrera a la difusión de O2 y la leghemoglobina (Lb). La 

barrera a la difusión de O2 está localizada en el córtex interno y restringe el paso del gas 

hacia la zona de infección. Se desconoce el mecanismo celular y molecular mediante el 

cual actúa, pero se piensa que las variaciones en la resistencia se deben a cambios en el 

contenido de agua de los espacios intercelulares, lo que limita la difusión del O2 debido a 

su baja solubilidad. Las fluctuaciones en el contenido de agua pueden deberse a la 

secreción de glicoproteínas o a cambios en la concentración de solutos osmóticamente 

activos, como la sacarosa. El O2 difunde hasta la zona central del nódulo y desde allí es 

transportado hasta la membrana del simbiosoma unido a la Lb. En la membrana del 

simbiosoma, el O2 es liberado y difunde por el espacio peribacteroidal hasta alcanzar las 

oxidasas terminales del bacteroide, que tienen una elevada afinidad por el O2 y favorecen 

que los niveles en torno al complejo nitrogenasa estén entre 20-100 nM. Las Lbs y otras 

hemoglobinas (Hbs) presentes en los nódulos y otros órganos vegetales se describirán a 

continuación. 
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1.3. Hemoglobinas 

Las Hbs son proteínas globulares constituidas por seis a diez α-hélices dispuestas en torno 

a un grupo prostético hemo, que consiste en una protoporfirina IX con un átomo de 

hierro, coordinado a los cuatro nitrógenos pirrólicos centrales y al que se une el ligando, 

generalmente un gas diatómico como el O2, óxido nítrico (NO) o monóxido de carbono 

(CO) (Herold y Puppo, 2005). El sistema pirrólico es hidrofóbico y sus electrones están 

totalmente deslocalizados. El grupo hemo se une a la cadena polipeptídica globular 

mediante un enlace covalente a través de la His proximal. Cerca del lugar de unión al 

ligando, las Hbs contienen, además, una His distal que interviene en la regulación de la 

unión con el sustrato.  

Las Hbs están ampliamente distribuidas en la naturaleza y sus funciones se relacionan 

con el almacenamiento, transporte, difusión o destoxificación de O2, CO y NO, y en 

algunos casos con la transferencia de electrones (Arredondo-Peter y cols, 1998). En 

plantas, las Hbs constituyen una familia multigénica codificada por genes con cuatro 

exones y tres intrones. El primer y el tercer intrón se encuentran en posiciones homólogas 

a las de los dos intrones de la α y β globina de los vertebrados y la mioglobina 

(Andersson y cols, 1996). Se han descrito tres tipos de Hbs: simbióticas, no simbióticas y 

truncadas (Hoy y Hargrove, 2008). 

1.3.1. Hemoglobinas simbióticas 

En 1939, Kubo identificó en nódulos de soja una proteína, la Lb, con características 

similares a la mioglobina de mamíferos. Los genes que codifican las Lbs se expresan 

únicamente en las células infectadas de los nódulos, una vez establecida la simbiosis con 

los rizobios del suelo. Inicialmente, se pensó que las Hbs simbióticas eran exclusivas de 

leguminosas, pero posteriormente se detectaron Hbs que transportan O2 durante la FBN 

en otras especies de plantas (Parasponia andersonii, Casuarina glauca, Alnus firma) 

capaces de formar simbiosis (Landsmann y cols, 1986; Pathirana y Tjepkema, 1995; 

Suharjo y Tjepkema, 1995). Sin embargo, estas Hbs no son exclusivas de los nódulos, 

expresándose en otros tejidos de la planta (Bogusz y cols, 1988).  

Los promotores de los genes Lb contienen motivos conservados, denominados “cajas 

de nodulación”, que corresponden a las secuencias AAAGAT y CTCTT, separadas entre 

sí por seis nucleótidos. Estos motivos no están presentes en las Hbs simbióticas de no 

 9



Introducción 

leguminosas (Fig. 2), ni en las Hbs no simbióticas de plantas, por lo que parecen ser la 

clave para la localización específica de estas proteínas en nódulos de leguminosas 

(Ramlov y cols, 1993; Szczyglowski y cols, 1994). 

Figura 2. Diferencias en la secuencia reguladora de la región promotora de las Lbs y Hbs no simbióticas. 
Cajas de nodulación de las Lbs (modificado de Hardison, 1998). 

Las Lbs facilitan el transporte de O2 hasta la membrana simbiosomal, evitando la 

inactivación irreversible de la nitrogenasa. Esta función es posible gracias a la rápida 

asociación de la hemoproteína con el O2 y a la lenta disociación del mismo (Appleby y 

cols, 1988). Su papel durante la FBN se ha comprobado en plantas de L. japonicus 

mediante el silenciamiento de los genes que codifican para las tres Lbs de esta especie 

mediante la técnica de RNA de interferencia. En estos estudios, las plantas mostraban un 

aumento en la concentración de O2 libre en la célula, descenso en la proporción 

ATP/ADP y pérdida de la actividad nitrogenasa; no obstante, cuando se les suministró N 

en la solución nutritiva, las plantas crecieron igual que las plantas control (Ott y cols, 

2005).  

1.3.2. Hemoglobinas no simbióticas 

A diferencia de las Lbs, cuya expresión es abundante y exclusiva de nódulos, las Hbs no 

simbióticas se expresan en los distintos tejidos de la planta, incluidos los nódulos, aunque 

a una concentración mucho menor que la Lb (Anderson y cols, 1996). En contra de la 

tradicional pentacoordinación de las Lbs, las Hb no simbióticas son hexacoordinadas, con 

la His distal unida al átomo de hierro tanto en su estado oxidado como reducido (Fig. 3), 

generando una estructura con propiedades espectrales similares a las del citocromo b5 

(Hargrove y cols, 2000). Esta hexacoordinación es reversible, de modo que los ligandos 

(O2, NO y CO) pueden unirse rápidamente con elevada afinidad (Kundu y cols, 2003). 

Esta estructura hexacoordinada de las Hbs no simbióticas está ampliamente distribuida en 
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la naturaleza, habiéndose identificado en Hbs truncadas de microorganismos 

fotosintéticos, Synechocystis y Chlamydomonas (Falzone y cols, 2002; Couture y cols, 

1999), neuroglobina y citoglobina de humanos y animales (Burmester y cols, 2000) y Hbs 

de Drosophila (Hankeln y cols, 2002). Esta estructura les confiere una elevada estabilidad 

en la unión con el O2 en comparación con la coordinación reversible que presenta la Lb, 

de modo que, aparentemente, las Hbs no simbióticas no son buenos transportadores de O2 

(Trevaskis y cols, 1997). 

 

 
Figura 3. Coordinación del grupo hemo: pentacoordinación de la Lb de soja y hexacoordinación de la Hb de 
arroz (Oryza sativa) y del citocromo b5 de microsomas de hígado de buey (modificado de Smagghe y cols, 
2009). 

Atendiendo a las relaciones filogenéticas, el patrón de expresión y las características 

de unión con el O2, las Hbs no simbióticas se pueden dividir en clase 1 (GLB1) y clase 2 

(GLB2). Las GLB1 tienen una mayor afinidad por el O2 que las GLB2 (Tabla 2) puesto 

que la coordinación del grupo hemo con la His distal es más fuerte (Bruno y cols, 2007). 

Evolutivamente, las Hbs no simbióticas han dado origen a las simbióticas. Las Lbs y la 

Hb simbiótica de Casuarina glauca presentan una mayor homología con las GLB2 

(Appleby, 1992), mientras que la Hb simbiótica de Parasponia habría derivado de la 

GLB1 (Appleby y cols, 1983). 
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Tabla 2. Afinidad de las Hbs de cebada (Hordeum vulgare), arroz y A. thaliana por el O2 (Dordas, 2009). 
Kon, constante de asociación; Koff, constante de disociación; K(O2), constante de afinidad. 

Proteína Kon (mΜ-1 s-1) Koff (s-1) K(O2 )= Kon/Koff (μΜ-1) 

Lb de soja 120 5,6 21 
Hb de Parasponia 165 15 11 
GLB1 de cebada 7,1 0,027 263 
GLB1 de arroz 68 0,038 1790 

GLB1 de A. thaliana 0,192 0,12 1,6 
GLB2 de A. thaliana 18,2 0,14 130 

Se ha sugerido que las GLB1 están implicadas en la respuesta a hipoxia, manteniendo 

los estados redox y energético de las células vegetales. En hipoxia, las concentraciones de 

NADH y NO en la célula aumentan, las GLB1 captarían el O2 y oxidarían el NO a NO3
-, 

de modo que el grupo hemo pasaría de estado ferroso a férrico para ser nuevamente 

reducido por el NADH con la concomitante formación de NAD+ (Iganberdiev y cols, 

2004). Los genes GLB1 se inducen por estrés osmótico y salino, en respuesta a ácido 

jasmónico, ácido salicílico, etileno y peróxido de hidrógeno (H2O2), en deficiencias de P, 

K y Fe, y en la interacción con simbiontes (Jokipii-Lukkari y cols, 2009). La expresión 

del gen GLB2 de A. thaliana se induce en respuesta a las citokininas (CKs; Hunt y cols, 

2001) y bajas temperaturas (Trevaskis y cols, 2007). 

En A. thaliana, el silenciamiento del gen GLB1 en mutantes deficientes en la GLB2 

provocó la muerte de las semillas jóvenes, mientras que si en estos mutantes no se 

silenciaba GLB1 se formaban semillas viables. Estos estudios demuestran la importancia 

de las Hbs no simbióticas durante el desarrollo, siendo necesario que al menos uno de 

estos genes sea funcional (Hebelstrup y cols, 2006).  

1.3.3. Hemoglobinas truncadas 

Las Hbs truncadas (GLB3) presentan una estructura “2-on-2”, al contrario que el resto de 

las Hbs, que poseen una estructura típica “3-on-3” consistente en tres α-hélices plegadas 

sobre cada uno de los lados del grupo hemo (Fig. 4). Las GLB3 poseen una His proximal, 

mientras que la His distal puede ser sustituida por otro aminoácido (Wittenberg y cols, 

2002). En plantas, este tipo de Hb fue descrito por primera vez en plantas en el alga verde 

unicelular Chlamydomonas eugametos y contiene una Gln remplazando a la His distal 

(Couture y cols, 1994). En A. thaliana, se ha identificado un gen GLB3 que se expresa en 

raíces y en la parte aérea de la planta. Esta proteína es pentacoordinada pero, en su estado 
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desoxigenado, adquiere una conformación transitoria hexacoordinada (Hoy y Hargrove, 

2008). 

Aunque las funciones de estas Hbs están poco definidas, en M. truncatula se han 

estudiado dos genes GLB3. Su función parece estar relacionada con la simbiosis, 

suprimiendo la respuesta defensiva inicial de la planta al unirse con el NO (Vieweg y 

cols, 2005). Este mismo papel se ha propuesto para la GLB3 de Dastica glomerata en su 

interacción con Frankia (Pawlowski y cols, 2007). Además, el gen GLB3 de A. thaliana 

disminuye su expresión en respuesta a hipoxia, lo que sugiere que la función de la 

proteína no está relacionada con el transporte de O2 (Watts y cols, 2001). Las GLB3 se 

han identificado en organismos patógenos, fotosintéticos o fijadores de N2, y se ha 

propuesto que están involucradas en el almacenamiento de sustratos, la destoxificación 

del NO, la detección de los niveles de O2 y NO, diversas reacciones redox o en la 

respuesta a hipoxia (Nardini y cols, 2007). 

 

 
Figura 4. (A) Estructura “3-on-3” y (B) estructura “2-on-2” de las Hbs (Hoy y Hargrove, 2008). 

1.4. Especies reactivas de oxígeno y estrés oxidativo 

El O2 es una molécula relativamente estable. No obstante, los procesos de transferencia 

de energía o electrones para su reducción durante las reacciones metabólicas generan 

especies reactivas de oxígeno (ROS). Las ROS incluyen radicales libres [radical 
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superóxido (O2·-) y radical hidroxilo (·OH)] y no radicales libres [H2O2 y oxígeno singlete 

(1O2)]. En una primera reacción, el O2 forma O2·- o la especie protonada del mismo, el 

hidroperóxido (HO2·-), ambos con un tiempo de vida corto (2-4 μs). El O2·- puede 

inactivar distintas enzimas que contienen átomos de Fe o S, mientras que, el HO2·- se 

forma a pH ácido y está implicado en la oxidación de lípidos al captar protones de los 

ácidos grasos poliinsaturados (Van Breusegem y cols, 2001). En una siguiente reacción, 

se origina H2O2 que es relativamente estable. El H2O2 difunde fácilmente desde el lugar 

donde se forma dentro de la célula hasta otros compartimentos celulares, incluso a células 

adyacentes, y puede inactivar enzimas mediante la oxidación de grupos tiol (Halliwell, 

2006). El O2·- y el H2O2 en presencia de algunos metales, como Fe y Cu, dan lugar, 

mediante la reacción de Haber-Weiss, al radical ·OH, que presenta una reactividad 

química elevada (Kehrer, 2000). El 1O2 se forma a partir del O2 en triple estado (3O2) y 

puede transferir su energía dañando membranas e induciendo la muerte celular (Ryter y 

Turrell, 1998).  

Tradicionalmente, las ROS has sido consideradas moléculas tóxicas debido a su 

capacidad para oxidar componentes celulares provocando la muerte de la célula. Sin 

embargo, las ROS, a concentraciones estrictamente controladas por los sistemas 

antioxidantes (apartado 1.6.), tienen una función muy importante como moléculas señal, 

interviniendo en procesos importantes como el desarrollo y expansión celular, el cierre 

estomático, la senescencia y muerte celular, la germinación y dormancia de semillas o la 

adaptación al estrés (Mittler y cols, 2004; Foyer y Noctor, 2005). Las ROS pueden 

intervenir en la señalización a tres niveles: siendo detectadas por sensores y activando una 

cascada de señalización que conduce a la modificación de la expresión génica; activando 

o inactivando algún componente de la cascada de señalización por un proceso de 

oxidación; y, actuando directamente sobre factores de transcripción y por consiguiente 

modulando la expresión génica (Apel y Hirt, 2004; Mittler y cols, 2004; Scandalios, 

2005). En las plantas, los principales procesos metabólicos donde se generan ROS son la 

respiración, la fotosíntesis y el metabolismo peroxisomal. Además, en el caso de las 

leguminosas, se producen ROS durante la fijación de N2 en el nódulo.  

Producción de ROS en mitocondrias. La respiración aeróbica tiene lugar en las 

mitocondrias de todos los organismos aerobios y es energéticamente más ventajosa que 

los procesos de fermentación y respiración anaeróbica. Durante este proceso se lleva a 
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cabo la reducción completa del O2 a una molécula de H2O mediante la transferencia de 

cuatro electrones. Sin embargo, esta reducción se produce de manera secuencial, lo que 

provoca la formación de ROS. De hecho, se estima que c. 1-2% del O2 consumido 

durante la respiración es reducido a ROS. Los principales sitios de producción de ROS en 

la membrana interna mitocondrial son los complejos I (NADH deshidrogenasa) y III 

(ubiquinol-citocromo c oxidorreductasa). El radical O2·- producido en estos complejos es 

dismutado posteriormente a H2O2 por la manganeso-superóxido dismutasa (MnSOD) de 

la matriz mitocondrial.  

Producción de ROS en cloroplastos. Los cloroplastos son el principal sitio de 

producción de ROS en plantas. Durante la fotosíntesis se pueden generar ROS tanto en el 

fotosistema I como II. En el fotosistema I se produce la fotorreducción del O2 (reacción 

de Mehler) a radical O2·-. En el fotosistema II, el estado excitado de la clorofila (P680) 

puede transferir al O2 su energía de excitación formando 1O2 (Apel y Hirt, 2004; 

Halliwell y Gutteridge, 2007).  

Producción de ROS en peroxisomas. Los peroxisomas son el principal sitio de 

producción de H2O2 en la célula. Esta ROS se produce durante la fotorrespiración, la β-

oxidación de los ácidos grasos, la oxidación del ácido úrico por la urato oxidasa y la 

dismutación de O2·- por la acción de las SODs peroxisomales. Además de H2O2, en los 

peroxisomas se produce O2·- por la acción de la xantina oxidasa en la matriz y por una 

cadena de transporte de electrones dependiente de NAD(P)H localizada en la membrana 

peroxisomal (Del Río y cols, 2006). En respuesta a algunos estreses, se ha observado un 

aumento en el número de peroxisomas de la célula. Esto, junto con la capacidad de este 

orgánulo para producir y regular la liberación de ROS y especies reactivas de nitrógeno 

(RNS), determina que los peroxisomas tengan un papel clave en la respuesta al estrés 

oxidativo en plantas (Corpas y cols, 2001). 

Producción de ROS en los nódulos. Los nódulos tienen un elevado potencial para 

formar ROS. La elevada tasa respiratoria de mitocondrias y bacteroides, así como la 

oxidación de la nitrogenasa, hidrogenasa y ferredoxina, producen O2·- y H2O2. Además, la 

Lb se autoxida fácilmente en las condiciones de pH ligeramente ácido de los nódulos, 

liberando O2·-. 
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Las ROS no sólo se producen durante el metabolismo normal de la célula, sino que 

sus niveles pueden aumentar durante condiciones de estrés. En condiciones fisiológicas, 

la producción y eliminación de ROS está equilibrada debido a los mecanismos 

antioxidantes de las células. Sin embargo, en condiciones de estrés se rompe este balance, 

lo que puede originar la pérdida de la eficiencia metabólica y funcional de la célula, 

provocando una situación conocida como estrés oxidativo (Scandalios, 2005). Éste se 

caracteriza por la acumulación de productos de la oxidación de lípidos, proteínas y ácidos 

nucleicos. Un estrés oxidativo intenso puede incluso llegar a ocasionar la muerte celular. 

Daño oxidativo a lípidos. La peroxidación de lípidos es una reacción en cadena que 

puede iniciarse por el radical ·OH o el 1O2 (Bhattacharjee, 2005), o por la acción de las 

lipooxigenasas en células vegetales. La peroxidación de lípidos se inicia cuando un grupo 

metileno de un ácido graso poliinsaturado pierde un átomo de H, formando 

hidroxiperóxidos de lípidos que se descomponen para dar lugar a otras especies reactivas, 

como los radicales alcoxilos, alcanos, époxidos de lípidos y aldehídos citotóxicos como el 

malondialdehído (Sevanian y Hochstein, 1985; Halliwell, 2006). La peroxidación de 

lípidos ocasiona daños a las membranas celulares alterando su estructura y función por 

fenómenos de descompartimentación iónica, pérdida del potencial de membrana, 

inhibición del transporte y modificación de receptores de membrana.  

Daño oxidativo a proteínas. Las ROS pueden causar modificaciones covalentes en 

los aminoácidos de manera irreversible. No obstante, en algunos casos, como la Cys y 

Met, las modificaciones son reversibles y constituyen un importante mecanismo de 

regulación redox permitiendo la activación e inactivación de proteínas. La modificación 

oxidativa más común es la formación de grupos carbonilos debido a la oxidación de las 

cadenas laterales de algunos aminoácidos como la Lys (Davies, 1987). 

Daño oxidativo a DNA. El daño oxidativo al DNA ha sido menos estudiado. Las 

ROS, especialmente el 1O2, el ·OH y los peróxidos de lípidos, pueden ocasionar daño 

oxidativo al DNA, produciendo la rotura de la doble hélice, así como la oxidación de la 

desoxirribosa y de las bases nitrogenadas. Las modificaciones oxidativas del DNA 

favorecen las mutaciones, fenómeno que puede ser importante en la regulación de la 

expresión génica (Wiseman y Halliwell, 1996; Evans y cols, 1999). 
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1.5. Especies reactivas de nitrógeno y estrés nitrosativo 

Los ecosistemas terrestres y acuáticos liberan NOx, siendo estos gases la mayor causa 

natural de degradación de la capa de ozono (Kramlich y Linak, 1994). Entre estos gases, 

el NO fue considerado tóxico hasta que fue identificado en mamíferos como segundo 

mensajero del sistema cardiovascular, inmune y nervioso (Ignarro, 1990). Además de ser 

una molécula señal, tiene función reguladora, citoprotectora y también citotóxica (Gow y 

Ischiropoulos, 2001). En plantas, la producción endógena de NO fue demostrada por 

primera vez en soja (Keppler, 1979) y posteriormente se comprobó que ocurre en todas 

las especies vegetales (Wildt y cols, 1997).  

El NO es un gas lipofílico, ligeramente soluble en agua, por lo que puede moverse 

por el citoplasma celular y difundir a través de las membranas. La pérdida de un electrón 

de la molécula de NO genera el ión nitrosonio (NO+) y, la adición de un electrón, el ión 

nitroxilo (NO-). Además, el NO es un radical libre, lo que le confiere gran reactividad con 

el O2, radical O2·-, metales de transición y otros derivados nitrogenados. Su reacción con 

el radical O2·- genera peroxinitrito (ONOO-). Al igual que las ROS, las RNS tienen un 

doble efecto sobre las células, pudiendo producir daño o actúando como moléculas señal 

en función de su concentración y el estado redox (Beligni y Lamattina, 1999).  

Como moleculas señal, intervienen en procesos relacionados con el crecimiento y el 

desarrollo de la planta, la dormancia y germinación de las semillas, la muerte celular 

programada, la defensa frente a patógenos y en la respuesta a distintos estreses abióticos 

(Delledonne, 2005). La señalización mediante NO tiene lugar por distintos mecanismos 

involucrando cambios en la expresión génica (Besson-Bard y cols, 2008). Algunos de 

ellos son: la formación de complejos NO-metal, regulando la actividad de factores de 

transcripción y enzimas; la nitrosilación reversible de los grupos tiol de las Cys de 

proteínas; nitración de Tyr por el ONOO- o NO2; y el control de la homeostasis del Ca2+ 

mediante la regulación de sus canales de entrada, lo que permite la modulación de 

proteínas implicadas en la transducción de señales. En plantas, la formación endógena de 

NO endógena tiene lugar mediante mecanismos no enzimáticos y enzimáticos (Fig. 5).  

Producción no enzimática. Ésta tiene lugar mediante reacciones químicas entre los 

NOx y los carotenoides en presencia de luz (Durner y Klessing, 1999). También puede 

formarse NO por reducción del nitrito (NO2
-) en las mitocondrias (Planchet y cols, 2005) 

o en el apoplasto a pH ácido (Bethke y cols, 2004). 
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Figura 5. Posibles rutas para la síntesis de NO en plantas (Besson-Bard y cols, 2008). 

Producción enzimática. La generación enzimática puede tener lugar por una vía 

dependiente de NO2
- y otra dependiente de L-arginina. En la vía dependiente de NO2

-, la 

nitrato reductasa (NR) participa en la reducción del NO2
- usando el NAD(P)H como 

donador de electrones. La actividad NR está regulada por su estado de fosforilación. Por 

otra parte, se ha identificado la existencia de una nitrito-NO reductasa (Ni-NOR). Esta 

enzima es exclusiva de raíces y su actividad está coordinada con la NR del citosol. La Ni-

NOR está implicada en procesos de desarrollo de la raíz, respuesta a distintos estreses y 

en la simbiosis (Besson-Bard y cols, 2008). La producción de NO dependiente de Arg 

implica la existencia de enzimas óxido nítrico sintasas (NOS), que catalizan la conversión 

de Arg a L-citrulina mediante una reacción dependiente de O2 y NADPH. En plantas no 

se han identificado estas enzimas. Sin embargo, estudios de inmunolocalización han 

permitido detectar proteínas con características similares a las NOS de mamíferos en la 

matriz de peroxisomas y mitocondrias (Barroso y cols, 1999).  

La producción excesiva e incontrolada de RNS puede tener un efecto tóxico en las 

células, que se conoce como estrés nitrosativo y que se puede diagnosticar por la 

acumulación de proteínas y otras moléculas nitradas. Además de nitraciones, el estrés 

nitrosativo puede causar la inhibición de la síntesis de proteínas y del DNA, alteraciones 

en la concentración intracelular de glutatión (GSH) y ATP, y oxidación de lípidos de 

membrana y ácidos grasos poliinsaturados libres. Los estudios sobre estrés nitrosativo en 

plantas son limitados y se centran principalmente en el efecto del NO y del ONOO- 

(Corpas y cols, 2006). Se sabe que en plantas, al igual que ocurre en animales, el NO 

interactúa con las ROS en respuesta a distintas condiciones fisiológicas y de estrés como 
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son la respuesta defensiva frente a patógenos, muerte celular programada, altas 

temperaturas o estrés osmótico y salino (Garcés y cols, 2001; Gould y cols, 2003; 

Zaninotto y cols, 2006).  

1.6. Sistemas antioxidantes 

Las células vegetales poseen diversos mecanismos de defensa que controlan los niveles 

de ROS favoreciendo el equilibrio redox celular y evitando el riesgo de estrés oxidativo y 

nitrosativo. La producción de ROS en situaciones de estrés se regula mediante 

adaptaciones morfológicas, fisiológicas y/o mecanismos moleculares (Mittler, 2002). Por 

otro lado, las células vegetales poseen un amplio sistema antioxidante que elimina o 

previene la formación de ROS. Los sistemas antioxidantes enzimáticos o no enzimáticos 

más importantes se indican en la Tabla 3. 

Tabla 3. Principales sistemas antioxidantes en plantas. 

Sistemas antioxidantes 
Enzimáticos No enzimáticos 

Superóxido dismutasa Antioxidantes liposolubles 
β-Caroteno Catalasa 
Zeaxantina Enzimas del ciclo ascorbato-glutatión 

Ascorbato peroxidasa α-Tocoferol 
Monodeshidroascorbato reductasa Flavonoides y polifenoles 

Deshidroascorbato reductasa Antioxidantes hidrosolubles 
Glutatión reductasa Ascorbato 

(Homo)glutatión Tiol peroxidasas 
Guaiacol peroxidasas   

1.6.1. Antioxidantes enzimáticos 

Tiol peroxidasas: peroxirredoxinas y glutatión peroxidasas. Las peroxirredoxinas 

(PRXs) son una familia de proteínas homodiméricas que catalizan la reducción de H2O2 a 

H2O y de los hidroperóxidos orgánicos a los correspondientes alcoholes, utilizando 

tiorredoxinas y glutarredoxinas como dadores de electrones. La actividad PRX depende 

de la existencia de al menos una Cys en el centro catalítico de la enzima (Dietz, 2003). 

Las PRXs se encuentran en el citosol, plastidios, mitocondrias y núcleo. Las glutatión 

peroxidasas (GPXs) son proteínas monoméricas que catalizan la reducción de 

hidroperóxidos orgánicos utilizando GSH como reductor. Las GPXs utilizan 

preferiblemente tiorredoxinas en vez de GSH como reductor (Navrot y cols, 2006), por lo 
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que se ha propuesto que las GPXs son una clase de PRXs. Existen diversas isoformas de 

GPXs localizadas en el citosol, plastidios y mitocondrias. 

Superóxido dismutasas. Las SODs son una familia de metaloenzimas presentes en 

todos los organismos aerobios. Constituyen una de las defensas primarias frente a las 

ROS debido a que catalizan la dismutación del radical O2·- a H2O2. Hay distintos tipos de 

SODs en función del cofactor metálico presente en su centro activo: CuZnSOD, FeSOD y 

MnSOD. Todas ellas están codificadas por el genoma nuclear y se sintetizan en el 

citoplasma, pero difieren en su localización subcelular. La CuZnSOD es un homodímero 

de 30-33 kDa presente en el citosol y cloroplastos (Kanematsu y Asada, 1990). La 

FeSOD es una proteína homodimérica de 45-50 kDa que se encuentra en los cloroplastos 

y citosol (Moran y cols, 2003; Rubio y cols, 2007). La MnSOD es una enzima tetramérica 

de 80-90 kDa, localizada en mitocondrias, peroxisomas y bacteroides de los nódulos 

(Bowler y cols, 1994; Rubio y cols, 2007).  

Catalasa. Las catalasas de plantas son hemoproteínas tetraméricas de c. 220 kDa 

cuyas subunidades están codificadas por genes nucleares. Catalizan la reducción de H2O2 

a H2O en peroxisomas y glioxisomas, órganulos en los que hay una elevada producción 

de H2O2. Las catalasas tienen baja afinidad por el H2O2, de modo que sólo son eficientes a 

altas concentraciones de su sustrato (Dalton, 1995).  

Enzimas del ciclo ascorbato-glutatión. Este ciclo constituye una protección 

antioxidante esencial de las células ya que regula la concentración de H2O2 en 

cloroplastos, citosol, mitocondrias y peroxisomas (Hernández y cols, 2001). En este ciclo 

están implicadas cuatro enzimas: ascorbato peroxidasa (APX), monodeshidroascorbato 

reductasa (MR), deshidroascorbato reductasa (DR) y glutatión reductasa (GR). La APX 

cataliza la reducción de H2O2 a H2O utilizando como poder reductor el ascorbato, que a 

su vez es oxidado a monodeshidroascorbato (MDHA). El MDHA es reducido de nuevo a 

ascorbato por la acción de la MR, que usa el NADH como poder reductor. El MDHA se 

oxida espontáneamente a deshidroascorbato (DHA), el cual es reducido por la DR 

utilizando GSH como poder reductor. El glutatión oxidado (GSSG) es reducido de nuevo 

por la acción de la GR que emplea NADPH como reductor. 
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1.6.2. Antioxidantes no enzimáticos 

Los antioxidantes no enzimáticos se encuentran en todos los compartimentos celulares, 

siendo los más importantes los carotenos, el α-tocoferol, los flavonoides, el ascorbato y el 

GSH. Los antioxidantes liposolubles se encuentran en las membranas celulares y las 

protegen de la peroxidación lipídica (Halliwell y Gutteridge, 2007). Algunos de los más 

importantes son el β-caroteno, la zeaxantina y el α-tocoferol (vitamina E). El β-caroteno 

es un pigmento fotosintético que elimina el 1O2 generado en el fotosistema II. La 

zeaxantina forma parte del ciclo de las xantofilas cuya función es disipar el exceso de 

energía de excitación en condiciones de alta intensidad lumínica. El α-tocoferol se 

encuentra en las membranas tilacoidales y su función es inactivar el 1O2 e interrumpir la 

peroxidación lipídica de las membranas. Los flavonoides y otros compuestos 

polifenólicos eliminan los radicales peroxilos producidos en las membranas durante la 

peroxidación de lípidos (Matamoros y cols, 2003). El ascorbato y el GSH son los 

antioxidantes no enzimáticos hidrosolubles más abundantes en la célula y constituyen los 

sustratos del ciclo ascorbato-glutatión, por lo que se describen con más detalle en los 

siguientes apartados. 

Ascorbato. El ascorbato (vitamina C) es el antioxidante no enzimático hidrosoluble 

más abundante en plantas, siendo en hojas incluso más abundante que la clorofila. 

(Noctor y Foyer, 1998). Desempeña un gran número de funciones fisiológicas, aunque su 

importancia radica en sus propiedades como antioxidante, participando en el ciclo 

ascorbato-glutatión o reaccionando directamente con las ROS. También actúa como 

antioxidante secundario, reduciendo la forma oxidada del α-tocoferol y actuando como 

cofactor de la violaxantina de-epoxidasa, que interviene en el ciclo de las xantofilas. 

Además de su importante función como antioxidante, el ascorbato está implicado en la 

síntesis de hormonas (cofactor de las dioxigenasas), en la regulación del crecimiento 

(cofactor de las prolina-hidroxilasas) y en la elongación de la raíz y división celular, así 

como en la señalización redox (Noctor y Foyer, 1998).  

Glutatión. El GSH es el tripéptido tiólico (γGlu-Cys-Gly) más abundante en plantas. 

Sin embargo, algunas especies pueden contener, además o en lugar de GSH, otros 

tripéptidos relacionados estructuralmente con el GSH, donde el aminoácido terminal Gly 

es sustituido por βAla, Ser o Glu. En el primer caso, el tripéptido (γGlu-Cys-βAla) se 

denomina homoglutatión (hGSH) y es exclusivo de leguminosas. La función del GSH 
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como antioxidante reside en el grupo tiol de la Cys, que al oxidarse establece un puente 

disulfuro con el grupo tiol de una segunda molécula de GSH, dando lugar a su forma 

oxidada (GSSG). Además de actuar como molécula antioxidante eliminando directamente 

el radical O2·- y participando en el ciclo ascorbato-glutatión, el GSH está implicado en 

otras funciones vitales para la planta como son el transporte y almacenamiento del S, la 

desintoxicación de xenobióticos (al funcionar como sustrato de las glutatión-S- 

transferasas) y metales pesados (actuando como sustrato de las fitoquelatina sintasas). Por 

otra parte, el GSH está implicado en procesos morfogenéticos, en la regulación de la 

división celular y en el mantenimiento del estado redox celular (Noctor y Foyer, 1998; 

Matamoros y cols, 2003). El GSH también puede reaccionar con el NO formando 

nitrosoglutatión (GSNO), un reservorio y donador endógeno de NO en las células. Existe, 

además, una nitrosoglutatión reductasa (GSNOR) con una secuencia de aminoácidos 

conservada en animales, plantas y bacterias que cataliza la oxidación del GSNO a GSSG 

y NH4
+ (Besson-Bard y cols, 2008). 

1.7. Biosíntesis de glutatión y homoglutatión 

La síntesis de GSH y hGSH tiene lugar en dos pasos dependientes de ATP (Fig. 6). La 

primera reacción es común y está catalizada por la γ-glutamilcisteína sintetasa (γECS) que 

produce γ-glutamilcisteína (γEC) a partir de Glu y Cys. En una segunda reacción, la 

glutatión sintetasa (GSHS) añade una Gly al extremo C-terminal del grupo carboxilo de la 

γEC para formar GSH, o la homoglutatión sintetasa (hGSHS) añade una βAla para formar 

hGSH. 
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Figura 6. Síntesis del GSH y hGSH. O-AcSer, o-acetilserina; OASTL, o-acetilserina(tiol)liasa. 

Existen pocos estudios sobre la regulación de estos genes y en ocasiones los datos son 

contradictorios. Los cultivos celulares de A. thaliana tratados con metales pesados 

muestran una rápida acumulación de GSH; sin embargo, la expresión de la γECS y GSHS 

no varían. Por otro lado, tratamientos con metales que favorecen la movilización de GSH 

 de los genes γECS y GSHS en 

Brassica juncea (May y cols, 1998). En M. truncatula, la síntesis de GSH, pero no la de 

n plantas de L. japonicus la expresión del gen GLB1-1 

para sintetizar fitoquelatinas aumentan la transcripción

hGSH, está regulada por NO (Innocenti y cols, 2007). 

1.8. Hemoglobinas y especies reactivas de nitrógeno 

El NO puede unirse con gran avidez al grupo hemo de las Hbs. Debido a esta propiedad, 

estas proteínas podrían jugar un importante papel en la adaptación y protección de las 

células vegetales frente al estrés nitrosativo (Fig. 7). Se ha identificado nitrosil-Lb 

(LbNO) en nódulos de soja (Mathieu y cols, 1998) y se ha propuesto que las Lbs estarían 

implicadas en la modulación de los niveles de NO y ONOO- en los nódulos (Herold y 

Puppo, 2005). Por otra parte, las GLB1 forman NO3
- a partir de NO. Estudios con plantas 

o células transgénicas de A. thaliana y alfalfa indican que la resistencia al estrés 

nitrosativo aumenta cuando se sobreexpresa el gen GLB1, mientras que las plantas con el 

gen suprimido son más sensibles a aquellos estreses en los que hay aumento en la 

producción de RNS, como es el caso de la hipoxia (Hunt y cols, 2002; Dordas y cols, 

2003a; Perazzolli y cols, 2004). E
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se incre teracciona con 

el exceso 

ablezca la 

simb

 

prim

menta en respuesta a la simbiosis con M. loti, pero no cuando in

microorganismos patógenos, por lo que se ha propuesto que la GLB1-1 elimina 

de NO producido en la respuesta inicial a la infección, permitiendo que se est

iosis (Nagata y cols, 2008).  

Figura 7. Destoxificación de NO por las hemoglobinas (Kundu y cols, 2003). 

1.9. Estrés en plantas 

Las plantas están expuestas a constantes cambios en el medio que actúan como estímulos 

externos y desencadenan cascadas de señalización; a su vez, éstas determinan que la 

planta responda y se adapte a las condiciones del medio o, por el contrario, que la planta 

muera (Scandalios, 2005). Los estreses pueden ser abióticos, bióticos o xenobióticos. 

Todos ellos pueden inducir la formación de ROS y/o RNS, y por lo tanto dar lugar, 

potencialmente, a un estrés oxidativo y/o nitrosativo (Smirnoff, 1993; Mittler, 2002). En 

la naturaleza, los factores estresantes actúan conjuntamente, existiendo un agente

ario, que actúa con mayor intensidad y da lugar a cambios en la morfología, 

metabolismo y desarrollo de la planta, y agentes secundarios, que contribuyen al 

debilitamiento de la vitalidad de la planta (Lichtenthaler, 1996). Los distintos estreses que 

actúan sobre una planta pueden interaccionar entre sí mediante relaciones sinérgicas, 

antagónicas o de solapamiento (Chapin y cols, 1987; Valladares y Pearcy, 1997).  

El efecto de los estreses sobre la planta depende de las características genéticas 

inherentes a la especie y variedad, del tipo de estrés, de su duración e intensidad, y de la 

predisposición metabólica y fisiológica en el momento en el que comienza a actuar el 

agente desfavorable. Todas estas características determinan el umbral de tolerancia a un 

determinado estrés. En las respuestas de las plantas se puede distinguir una fase inicial, en 
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la que se producen modificaciones metabólicas rápidas (minutos), proceso que se conoce 

como aclimatación. En el caso de que el factor desfavorable prevalezca en el medio, la 

respuesta primaria desencadena una cascada de señalización secundaria mediada por 

moléculas como las hormonas, ROS o RNS, desencadenándose una segunda respuesta de 

“adaptación”. Estas adaptaciones implican cambios morfológicos, fisiológicos y 

bioquímicos, de modo que al depender de activaciones génicas son cambios más lentos 

(horas e incluso días) (Lichtenthaler, 2003). A pesar de esta capacidad de respuesta, la 

intensidad del estrés puede sobrepasar el umbral de tolerancia de la planta, ocasionando 

limitaciones metabólicas, daño oxidativo o nitrosativo, e incluso muerte celular. En el 

adas, las condiciones ambientales suponen un factor importante que 

ultivo en el año 2050 (Vinocur y Altman, 2005). La principal causa de la 

sali

caso de plantas cultiv

limita la productividad de los cultivos. La sequía y la salinidad son los dos tipos de estrés 

más limitantes en la producción agrícola en el mundo (Vinocur y Altman, 2005; 

Cavalcanti y cols, 2007). 

1.9.1. Estrés salino 

El crecimiento de la población mundial requiere un aumento en la producción agrícola 

para poder satisfacer la demanda de alimentos. Este aumento no sólo se basa en una 

mejora de los cultivos, sino también en un aumento de la superficie cultivable, siendo 

necesaria la utilización de suelos con características desfavorables, como es el caso de 

suelos salinos (Kim y cols, 2005), que pueden llegar a limitar y reducir la producción de 

los cultivos en un 20% (Jiang y Deyholos, 2006). Se ha estimado que c. 6% de la 

superficie terrestre está constituida por suelos salinos y c. 20% de las tierras cultivadas 

están afectadas por salinidad (Qadir y cols, 2006). Además, el incremento anual de suelos 

salinos se estima en unos dos millones de ha y se espera que la salinización afecte al 50% 

de las tierras de c

nización de los suelos es la irrigación (“salinización secundaria”), cuya práctica en la 

actualidad es más intensa debido al proceso de desertización del planeta (Sánchez y cols, 

2008). La acumulación de sales se produce en la zona más superficial del suelo, pudiendo 

llegar a alcanzar concentraciones inhibitorias para el desarrollo de la planta (Willadino y 

Camara, 2003).  

La salinización de los suelos afecta a la fisiología de las plantas, distinguéndose 

tradicionalmente dos grupos de plantas según su tolerancia: halófitas, que toleran altas 

concentraciones de sales (en algunos casos 500 mM) y glicófitas, que son sensibles a la 
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salinidad (con una importante reducción del crecimiento a concentraciones de 10 mM). 

La salinidad provoca dos estreses primarios: osmótico y tóxico. El estrés osmótico se 

deb

Vigna radiata) se incrementaron las 

e a que la elevada concentración de sal disminuye el potencial hídrico del suelo y por 

tanto la disponibilidad de agua para la planta. La toxicidad iónica es causada por la 

elevada concentración de Na+ y Cl-, que, además de efectos tóxicos, puede originar 

deficiencias nutricionales al alterar la homeostasis de otros iones, como K+, Ca2+, Mg2+ y 

NO3
- (Davenport y cols, 1997).  

El estrés salino provoca un aumento de las ROS y en función de su intensidad puede 

llegar a producir estrés oxidativo (Hernández y cols, 2001; Jungklang y cols, 2004; 

Sumithra y cols, 2006; Attia y cols, 2008). Distintos estudios han demostrado que el 

estrés salino produce alteraciones de las enzimas antioxidantes. En hojas de S. rostrata y 

judía tratadas con NaCl aumentó la actividad de las SODs, APX y GR (Jungklang y cols, 

2004). En otras leguminosas como la soja verde (

actividades SOD, catalasa, MR y GR (Sumithra y cols, 2006). También se ha observado 

que las plantas con mayor respuesta antioxidante presentan mayor tolerancia a la 

salinidad. Así, las variedades de guisante tolerantes tienen una actividad constitutiva más 

alta de algunas enzimas antioxidantes (SODs, APX, GR y MR) que los cultivares 

sensibles (Hernández y cols, 2000). 

Mecanismos de respuesta de la planta al estrés salino. Las respuestas fisiológicas de las 

plantas al estrés salino incluyen la homeostasis iónica, el ajuste osmótico, el balance 

hídrico y el control de la transpiración, así como cambios estructurales y anatómicos 

(Willadino y Camara, 2003; Sánchez y cols, 2008). El mantenimiento de la homeostasis 

iónica requiere mecanismos de eliminación, dilución, compartimentación y selectividad 

iónica. La eliminación de sales, propia de especies halófitas, se lleva a cabo a través de 

mecanismos tales como las glándulas secretoras (acumulan sal en contra de gradiente), 

los pelos vesiculares (tricomas especializados que se localizan en la epidermis y que 

acumulan Na+ y Cl- hasta que se rompen por muerte celular) y la abscisión de órganos 

(acumulan la sal en exceso para luego desprenderse de la planta) (Willadino y Camara, 

2003). La dilución de sales es un mecanismo presente en especies que carecen de la 

estrategia de eliminación. Consiste en la acumulación de agua en las células provocando 

un aumento del tamaño celular. La compartimentación de sales puede producirse a nivel 

de células, tejidos u órganos. A nivel celular, la sal se acumula en las vacuolas mediante 
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un transportador activo de membrana Na+/H+ de tipo antiporte, que utiliza los gradientes 

electroquímicos de los transportadores activos primarios de membrana (H+-ATPasas). A 

nivel de tejido u órgano se aprovecha el gradiente electroquímico de las H+-ATPasas para 

la absorción y el transporte por el xilema de los iones Na+ y Cl- hasta el órgano o tejido de 

destino, que suele ser el órgano o tejido menos sensible a la salinidad. El ajuste osmótico 

se produce por acumulación de solutos orgánicos e inorgánicos (fundamentalmente 

prolina, glicinabetaína, sacarosa y polioles) en las células vegetales. Esto provoca un 

descenso del potencial hídrico de la planta a niveles inferiores al potencial hídrico del 

suelo, favoreciendo la absorción de agua (Hare y Cress, 1997). Los “solutos compatibles” 

intervienen no sólo en la osmorregulación sino también en la osmoprotección, al 

zimas y complejos proteicos. La síntesis de estos solutos 

 a través de la activación de una cascada de señalización. Distintos 

interaccionar con membranas, en

supone un coste metabólico, ya que el carbono utilizado no es destinado para el 

metabolismo primario de la planta del cual depende su crecimiento (Willadino y Camara, 

2003). 

1.9.2. Otros estreses abióticos 

Estrés por bajas temperaturas. En las plantas, la tolerancia a bajas temperaturas depende 

de la especie y es un factor limitante de la productividad agrícola (Novillo y cols, 2004). 

El efecto sobre el organismo depende de la duración del estrés y del tejido vegetal. El 

principal efecto del estrés por frío se debe a una pérdida en la fluidez de las membranas 

que afecta al metabolismo, alterando el transporte de solutos y la cadena transportadora 

de electrones. Cuando hay un estrés por enfriamiento progresivo, las plantas adaptan la 

composición de sus membranas aumentando la proporción de ácidos grasos insaturados 

para evitar la pérdida de funcionalidad de las mismas. Los cambios en la fluidez de la 

membrana pueden ser la señal que desencadena la respuesta a estrés por frío. En primer 

lugar, hay un aumento de la concentración de Ca2+ citosólico que induce los genes de 

respuesta al frío

estudios proponen que las ROS (Chinnusamy y cols, 2007) y el ácido abscísico (ABA) 

participan en esta ruta como señales secundarias (Yamaguchi-Shinozaki y Shinozaki, 

2006; Chinnusamy y cols, 2007). El estrés por bajas temperaturas limita la disponibilidad 

de agua en las células, de modo que la planta también está sometida a una situación de 

estrés osmótico. 
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Hipoxia. La deficiencia de O2 o hipoxia es habitual en suelos inundados y las plantas 

pueden responder mediante estrategias muy diferentes: aumentando el consumo de 

carbohidratos para favorecer el crecimiento de la parte aérea por encima de la zona de 

inundación; almacenando carbohidratos hasta que desaparezca la situación de estrés; y 

mediante un consumo mínimo de carbohidratos para mantener un estado metabólico basal 

(Fukao y Bailey-Serres, 2004). Ante la deficiencia de O2, las células usan la vía 

fermentativa para obtener energía. Además de esta vía, otra respuesta celular de 

adaptación a la hipoxia es el uso de NO2
- como un aceptor de electrones intermediario, 

que favorece la formación de NO por la acción de la NR (apartado 1.4.2.). El NO es 

oxidado de nuevo a NO2
- mediante las GLB1. Esta reacción se induce por el aumento de 

 y la disminución de ATP como consecuencia de la deficiencia de O2, 

 que la acción de una fitohormona depende de la 

con

NADH en la célula

y permite mantener el estado redox celular y disminuir el etanol y ácido láctico producido 

por la vía fermentativa (Dordas y cols, 2003b; Igamberdiev y cols, 2004; Sairam y cols, 

2009).  

1.10. Hormonas  

Las hormonas son sustancias químicas producidas por las plantas que participan en el 

control de los diferentes procesos fisiológicos induciendo o reprimiendo la expresión de 

genes específicos. Dentro de las moléculas que regulan el crecimiento y desarrollo de la 

planta, se incluyen las hormonas clásicas [CKs, auxinas, giberelinas (GAs), ABA, 

etileno] y otras sustancias reguladoras [poliaminas (PAs), ácido salicílico (SA), ácido 

jasmónico (JA)] que también participan en la respuesta a estrés. A diferencia de las 

hormonas animales, una determinada fitohormona puede ejercer su acción en varios 

procesos; asimismo, todo proceso está regulado por la acción simultánea de diferentes 

hormonas, que pueden interaccionar por sinergismo, antagonismo o por mecanismos 

dependientes de la concentración en los

centración de otra. Así por ejemplo, la aplicación exógena de ABA favorece la 

acumulación de PAs en condiciones de salinidad (Jimenez-Bremont y cols, 2007), 

mientras que las PAs exógenas inhiben la producción de etileno al bloquear la conversión 

del ácido 1-aminociclopropano-1-carboxílico (ACC) a etileno, reacción catalizada por la 

ACC sintasa (Apelbaum y cols, 1981). 
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 agua en situaciones de 

estr

ón de los genes y en la 

actividad de la catalasa, APX y SODs, por lo que las células son más sensibles al daño 

oxidativo. Sin embargo, el tratamiento con ABA induce la expresión y la actividad de la 

catalasa (Fath y cols, 2001). El H2O2 y el etileno intervienen en la formación de los 

nódulos en la leguminosa acuática S. rostrata (D’Haeze y cols, 2003). También las ROS 

parecen estar implicadas en el cierre de las células estomáticas mediado por ABA, 

favoreciendo la entrada de Ca2+ en el citosol (Pei y cols, 2000). 

La participación del NO en diversos procesos de desarrollo de la planta ha llevado a 

considerarlo una hormona. Numerosos estudios han puesto en evidencia la interacción 

existente entre el NO y las hormonas en distintos procesos de desarrollo. El ácido 

indolacético (IAA) es una auxina que favorece la elongación de la raiz. El tratamiento de 

plantas de maíz (Zea mays) con distintos donadores de NO produce la misma respuesta 

que el IAA (Gouvêa y cols, 1997). En pepino (Cucumis sativus), el tratamiento con IAA 

induce en los hipocotilos un incremento del nivel de NO (Pagnussat y cols, 2002). Se 

piensa que el IAA induce la formación de NO provocando un aumento en la 

concentración de Ca2+ citosólico y desencadenando una cascada de señalización que 

activa la síntesis de los genes de respuesta a auxinas (Lamattina y cols, 2003). El ABA 

interviene en el cierre de los estomas para evitar la pérdida de

és salino, hídrico y frío. Trabajos realizados en guisante y haba evidencian que el 

ABA aumenta la concentración endógena de NO, que es necesario para inducir el cierre 

de los estomas (García-Mata y Lamattina, 2001). El tratamiento con CKs exógenas 

favorece la acumulación de algunos pigmentos como la betacianina. El NO ejerce este 

mismo efecto y, además, los inhibidores de la síntesis de NO bloquean la acumulación de 

betacianina en plantas tratadas con CKs (Scherer y Holk, 2000). 

Las ROS están involucradas en la ruta de señalización de hormonas como segundos 

mensajeros. La respuesta de la raíz al gravitropismo está mediada por IAA. En maíz, Joo 

y cols (2001) observaron que, cuando se inhibían los transportadores de auxinas, si las 

plantas eran tratadas con ROS respondían al gravitropismo, mientras que si se eliminaban 

las ROS había inhibición de esta respuesta. En cebada, la GA3 interviene en la muerte de 

las células de la aleurona, mientras que el ABA inhibe este proceso. Si las plantas son 

tratadas con GA3 exógena hay una disminución en la expresi
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2. OBJETIVOS 

1. Estudio fisiológico, bioquímico y molecular de la respuesta antioxidante de Lotus 

japonicus al estrés salino.  

2. Determinación de los mecanismos de regulación de la ruta de biosíntesis de tioles en 

Lotus japonicus en respuesta a óxido nítrico y hormonas. 

3. Caracterización estructural y funcional de los genes de las hemoglobinas no 

simbióticas de Lotus japonicus. Este estudio incluye el análisis de la expresión génica en 

respuesta a óxido nítrico, estrés abiótico y hormonas, así como la localización de los 

transcritos y de la actividad de los promotores en los nódulos. 
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3. MATERIALES Y MÉTODOS 

3.1. Reactivos químicos y bioquímicos 

La solución de riego de las plantas se preparó con agua desionizada por ósmosis reversa, 

y los reactivos químicos empleados fueron de grado analítico (Panreac, Barcelona). Las 

fases móviles para el análisis HPLC se prepararon con disolventes orgánicos de grado 

HPLC (Panreac). Los ensayos bioquímicos y de biología molecular se realizaron con 

agua Mili Q (Millipore, Milford, EEUU). La procedencia de la mayoría de los reactivos 

bioquímicos fue de la máxima calidad de Sigma-Aldrich-Fluka (St. Louis, EEUU). La 

referencia de los reactivos de biología molecular empleados figura en el texto entre 

paréntesis junto a cada producto. 

3.2. Material biológico 

3.2.1 Plantas  

Las semillas de L. japonicus cv. MG20 se escarificaron con papel de lija para favorecer la 

germinación. La localización de las actividades de los promotores de los genes LjGLB se 

llevó a cabo en raíces y nódulos del cv. Gifu, ya que el protocolo de transformación y 

obtención de plantas compuestas está optimizado para esta variedad. Las semillas de las 

plantas que iban a ser cultivadas en maceta se esterilizaron en hipoclorito sódico 2% (v/v) 

durante 20 min y se lavaron con agua desionizada estéril, dejándolas en agua y en 

 37



Materiales y Métodos 

oscuridad durante 24 h para su imbibición; las semillas de las plantas que iban a ser 

cultivadas en sistema hidropónico o en placa se esterilizaron en una mezcla 1:1 de etanol 

absoluto y H2O2 9,8 M durante 3 min, se lavaron con abundante agua desionizada estéril, 

y se dejaron en agua y en oscuridad durante 1 h a 37ºC para su imbibición. 

Posteriormente, las semillas se lavaron con agua desionizada estéril, se transfirieron a 

placa Petri con agar 0,5% (p/v), se incubaron a 4ºC durante 48 h y se germinaron a 28ºC 

en oscuridad durante 48 h.  

Para los experimentos realizados en maceta, las plántulas se transfirieron a macetas 

de 13 cm de diámetro y 11,4 cm de altura, que contenían vermiculita lavada previamente 

con solución nutritiva B&D (Broughton y Dilworth, 1971; Tabla 4). Se usó vermiculita 

de dos espesores distintos: las tres cuartas partes inferiores de la maceta contenían 

vermiculita de espesor 1-4 mm y el cuarto superior vermiculita de espesor 0,5-3 mm para 

favorecer durante los primeros días una humedad adecuada para la raíz. Se transfirieron 

de 12 a 14 plántulas por maceta. La solución nutritiva B&D fue suplementada con 

NH4NO3 5 mM ó 0,25 mM para plantas no noduladas y noduladas, respectivamente. Las 

plantas se regaron dos días por semana.  

Tabla 4. Composición de la solución nutritiva B&D para L. japonicus. 

Nutriente Concentración (mg/L) 

CaCl2
.2H2O 147,05 

KH2PO4 (pH 6,8)   68,05 

MgSO4
.7H2O   61,65 

K2SO4   43,50 

MnSO4
.H2O    0,17 

H3BO3    0,12 

ZnSO4
.7H2O    0,14 

CuSO4
.5H2O    0,05 

CoCl2
.6H2O    0,03 

Na2MoO4    0,03 

Sequestrene 330Fe (6% Fe)   25,00 

El pH se ajustó a 6,5-6,7 con KOH 2M. 

Para los experimentos realizados en cultivo hidropónico y en placa, las plántulas se 

transfirieron a placa Petri cuadrada de 10 x 10 x 2 cm, que contenía medio sólido 
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Fahraeus modificado (Boisson-Dernier y cols, 2001; Tabla 5). Se transfirieron cinco 

plantas por placa y se dejaron crecer durante 7 d, momento en el cual, en el caso de los 

experimentos realizados en sistema hidropónico, se pasaron a contenedores de 

polipropileno con capacidad para 5 L (33 x 19 x 11 cm). Como medio para el cultivo 

hidropónico se usaron 4 L de la solución nutritiva B&D diluida cuatro veces en agua 

desionizada. La solución se renovó cada 3-4 d y fue aireada constantemente utilizando un 

compresor de aire para acuarios Rena Air 200 (Chalfont, Pensilvania, EEUU) con un 

caudal de 160 L/h y potencia de 4 w.  

En los experimentos realizados en placa, para evitar que la raíz penetrase dentro del 

agar, se puso sobre la superficie papel de filtro previamente autoclavado.  

Tabla 5. Composición del medio sólido para el cultivo de plantas en placas. 

Nutriente Concentración (mL/L) 

CaCl2
.2H2O (1 M) 1,0 

MgSO4
.7H2O (0,5 M) 1,0 

KH2PO4 (0,7 M) 1,0 

Na2PO4
.2H2O (0,4 M) 2,0 

Fe-EDTA (10 mM) 5,0 

NH4NO3 (1 M) 0,5 

MnSO4 (1 mg/mL) 0,1 

CuSO4 (1 mg/mL) 0,1 

ZnSO4 (1 mg/mL) 0,1 

H3BO3 (1 mg/mL) 0,1 

NaMoO4 (1 mg/mL) 0,1 

Se añade agar 1,5 % (p/v). EDTA: ácido etiléndiaminotetraacético. 

Las plantas crecieron en todo momento en una cámara de ambiente controlado: 

23º/18ºC día/noche (16 h de fotoperiodo), 70% humedad relativa y 350 μmol/m2s de 

radiación fotosintéticamente activa, suministrada por una mezcla de lámparas 

fluorescentes (Sylvania WHO “coolwhite”, 215 w) e incandescentes (Mazda, 60 w).  

El material vegetal se cosechó a los 35 d después de la germinación en el caso de 

plantas no noduladas y a los 45 d en el caso de plantas noduladas, excepto en los 

experimentos llevados a cabo en placa Petri, en los que la cosecha se realizó a los 15 d de 

edad de la planta. Para la obtención de flores y frutos, las plantas crecieron hasta los 60 d 
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de edad. Los frutos se recogieron cuando alcanzaron 3,5 cm de longitud. Salvo que se 

indique lo contrario, la cosecha se realizó siempre en nitrógeno líquido y el material se 

conservó a -80ºC hasta su análisis.  

3.2.2. Microorganismos  

Las plántulas de L. japonicus se inocularon con M. loti bv. R7A. Las bacterias se pusieron 

a crecer en medio líquido preparado a base de manitol y extracto de levadura (Vincent, 

1970; Tabla 6) a 125 rpm durante 2 d a 28ºC. Las plantas se inocularon a los 7 d de edad 

desde el momento de la germinación. Se usó 1 mL de inóculo por planta para el cultivo 

en maceta y 0,5 mL por planta para el cultivo en sistema hidropónico.  

Tabla 6. Composición del medio líquido empleado para el crecimiento de rizobios. 

Nutriente Concentración (g/L) 

Manitol 10,0 

K2HPO4   0,1 

KH2PO4   0,4 

MgSO4
.7H2O   0,2 

NaCl   0,1 

Extracto de levadura   0,4 

Se ajustó el pH a 6,5 con azul de bromotimol 5% (p/v) en 2 M KOH. 

Los cultivos de E. coli bv. DH5α se hicieron en medio líquido Luria-Bertani (LB; 

Tabla 7) a 37ºC durante 24 h. En el caso de las células transformadas, se añadió 

100 μg/mL ampicilina al medio líquido y las bacterias crecieron a 37ºC durante 24 h. La 

selección de las células transformadas se hizo en placa Petri con medio LB sólido con 

100 μg/mL de ampicilina y sobre el que se habían extendido 40 μL de 

isopropil-β-D-tiogalactopiranósido 100 mM y 40 μL de 40 mg/mL de X-Gal en 

N’N-dimetilformamida. Las placas se incubaron a 37ºC durante 24 h.  

Las células de Agrobacterium rhizogenes LBA1334 utilizadas para el estudio de los 

promotores de LjGLBs (apartado 3.14.) se cultivaron en un medio líquido que contenía 50 

g/L de bactotriptona (DIFCO Laboratories, Detroit, EEUU), 5 g/L de extracto de 

levadura, 8 g/L de NaCl; 12,3 g/L de MgSO4·7H2O y 1 mL de Tris-HCl 1M (pH 6,4-6,8) 

a 28ºC durante 2-3 d. La selección de las células de A. rhizogenes transformadas con el 
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vector pGUS-GLB correspondiente se hizo en placa Petri, en el mismo medio que para el 

cultivo líquido al que se añadió agar 1,8% (p/v) y 50 μL/mL de higromicina (Sigma). Las 

placas se incubaron a 28ºC durante 48 h. 

Tabla 7. Composición del medio LB para bacterias. 

Nutriente Concentración (g/L) 

Triptona 1,0 

Extracto de levadura 0,5 

NaCl 1,0 

Para el cultivo en medio sólido, se añadió agar 1,5 %. 

3.3. Tratamientos 

3.3.1. Tratamientos de estrés 

Salinidad. Para los experimentos de salinidad se usaron plantas no noduladas que 

habían crecido en maceta. Se establecieron dos tratamientos de salinización (S1 y S2). En 

el tratamiento S1, las plantas de 26 d se trataron con NaCl 150 mM (7 d). En el 

tratamiento S2, las plantas de 15 d se trataron con NaCl 50 mM (6 d), 100 mM (6 d) y 

150 mM (6 d). El NaCl se disolvió en la solución nutritiva B&D. 

Bajas temperaturas. El tratamiento de estrés por frío se efectuó sobre plantas de 15 d. 

El tratamiento se realizó durante 24 h a 4ºC y en oscuridad (Shimoda y cols, 2005). 

Sacarosa. Las raíces de plantas que habían crecido durante 15 d en placas Petri 

cuadradas se trataron con 1 mL de sacarosa 1% (p/v) y se incubaron en la placa durante 

24 h en oscuridad para evitar la producción endógena de sacarosa durante la fotosíntesis. 

El extremo apical de la raíz (1,5 cm) permaneció sumergido en la solución durante todo el 

tratamiento. 

Hipoxia. El efecto de la disminución de O2 en el medio sobre la expresión de los 

genes de las Hbs no simbióticas se hizo en plantas de 15 d. La atmósfera de las placas 

donde estaban las plantas se aireó durante 5 min con N2 y a continuación se sellaron con 

cinta aislante y se colocaron en la oscuridad para evitar la producción de O2 por la 

fotosíntesis. La cosecha se realizó a las 24 h del tratamiento. 
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3.3.2. Hormonas  

Los tratamientos se hicieron en plantas de 43 d de edad crecidas en medio hidropónico. 

Las plantas se trataron durante 48 h con 50 μM de IAA, GA, ABA, SA, JA, ACC 

(precursor inmediato del etileno), CKs (mezcla equimolar de kinetina y 6-bencil-

aminopurina) o PAs (mezcla equimolar de espermidina, espermina y putrescina). 

Las soluciones “stock” de los compuestos (todos de Sigma) fueron: IAA 0,5 M en 

400 μL de NaOH 1 M; mezcla 0,5 M de kinetina y 6-bencil-aminopurina en 200 μL de 

NaOH 1 M; 0,1 M de ABA, ACC o SA en 2 mL de etanol absoluto; mezcla 0,1 M de 

espermidina, espermina y putrescina en 667 mL de etanol absoluto; 0,1 M de GA o JA en 

2 mL de dimetilsulfóxido. 

3.3.3. Óxido nítrico 

El efecto del NO en la expresión de los genes Hb se estudió en plantas que crecieron en 

cultivo hidropónico. Las plantas de 43 d de edad se trataron durante 48 h con 

nitroprusiato sódico 250 μM (SNP; Sigma), un donador de NO. Puesto que la liberación 

de NO a partir del SNP requiere luz, se usaron contenedores transparentes. Debido a que 

el SNP libera ferricianuro al mismo tiempo que NO, las plantas control se trataron con 

ferricianuro potásico 250 μM en la solución nutritiva durante 48 h. Los efectos del NO en 

la expresión de las Hbs se confirmaron en plantas de 15 d utilizando S-nitroso-N-acetil-

DL-penicilamina (SNAP; Sigma), otro donador de NO. Se aplicó 1 mL de una solución de 

SNAP 0,5 mM directamente sobre la raíz de cada planta. El efecto del NO se estudió 6 y 

24 h después de la aplicación del tratamiento.  

3.3.4. Inoculación con rizobios 

El efecto de la interacción rizobio-leguminosa en la expresión de las Hbs no simbióticas 

de L. japonicus se analizó en plantas de 15 d. Se hicieron dos tratamientos: con M. loti 

R7A, que establece simbiosis con L. japonicus; y con Rhizobium leguminosarum bv. 

phaseoli 3622, que establece simbiosis con judía. En ambos tratamientos, se inoculó la 

raíz de la planta con 1 mL del cultivo líquido, donde había crecido el rizobio 

correspondiente, con densidad óptica a 600 nm de 0,3 (~ 1011 células/mL). La cosecha se 

realizó 6 y 24 h después de la inoculación. 
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3.4. Parámetros fisiológicos  

El peso seco (PS) de la parte aérea se determinó tras deshidratación de las muestras en 

estufa a 60ºC durante 72 h. El área foliar se estimó mediante el programa de análisis de 

imágenes Carnoy 2.1 (Lab of Plant Systematics, Math/Scientific, Mac). El potencial 

hídrico (Ψw) foliar se midió en los trifolios situados en el tercio superior de la parte aérea, 

2 h después del inicio del fotoperiodo, mediante una cámara de presión (Soil Moisture 

Equipment, Santa Bárbara, EEUU). 

En el estudio de salinidad, se determinó el contenido de Na, K y Ca en hojas secas y 

molidas de plantas control, S1 y S2 mediante ICP óptico en el Servicio de Ionómica del 

Centro de Edafología y Biología Aplicada del Segura (CSIC, Murcia).  

El contenido de clorofilas a y b y carotenos se determinó mediante espectrofotometría 

(Abadía y Abadía, 1993). Los extractos se mantuvieron en oscuridad durante todo el 

análisis. Las muestras de hojas se homogeneizaron en mortero con 5 mL de acetona que 

contenía c. 1 mg de ascorbato sódico. Los extractos se pasaron a través de un filtro de 

0,45 μm (Millipore) y se midió la absorbancia a 616,6, 644,8 y 470 nm. Para la 

cuantificación de los pigmentos se emplearon las fórmulas de Lichtenthaler (1987).  

El contenido de prolina se determinó por un método colorimétrico (Bates y cols, 

1973) con algunas modificaciones. Se homogeneizaron 100 mg de hojas y 400 mg de 

raíces en 1 mL de ácido sulfosalicílico al 3% (p/v). Las muestras se centrifugaron 

(13000g x 20 min, 4ºC) y se derivatizaron con ninhidrina. Para ello se mezclaron 0,3 mL 

de extracto, 0,3 mL de reactivo de ninhidrina (preparado en oscuridad mezclando 30 mL 

de ácido acético glacial, 20 mL de ácido fosfórico 6 M y 1,25 g de ninhidrina) y 0,3 mL 

de ácido acético glacial. La mezcla de derivatización se hirvió 1 h y la reacción se detuvo 

en hielo. Para extraer el complejo cromóforo-prolina se añadió 0,6 mL de tolueno, se 

agitó en vórtex y se incubó a temperatura ambiente durante 15-20 min para separar la fase 

orgánica, que contiene la prolina. La absorbancia de la fase orgánica se midió a 520 nm. 

Para la recta de calibrado se partió de una solución de L-prolina 5 mM, usando un rango 

de 0-1,5 μmol/mL. 

La proteína soluble total se determinó por el método de Bradford (1976), midiendo la 

absorbancia a 595 nm tras la reacción con azul de Coomassie G-250. Se utilizó el micro-

ensayo de Bio-Rad (Hercules, EEUU), con un calibrado de 0-10 μg de seroalbúmina 

bovina (Sigma).  
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3.5. Marcadores de daño oxidativo 

El daño oxidativo a lípidos se estimó mediante la cuantificación de malondialdehído, que 

es capaz de formar aductos con el ácido tiobarbitúrico (TBA) a 95ºC y en medio ácido. 

La extracción se hizo a partir de 90 mg de material vegetal en 300 μL de ácido 

metafosfórico 5% (v/v) y 6 μL de butilhidroxitolueno 0,04% (p/v). Tras la centrifugación 

de los extractos (13000g x 20 min, 4ºC), las muestras se derivatizaron mezclando 100 μL 

de extracto, 10 μL del medio de extracción, butilhidroxitolueno 2% en metanol, TBA 1% 

(p/v) en NaOH 50 mM y HCl 25%. Se hizo un blanco general y un blanco de muestra al 

que se añadió 50 μL de NaOH 50 mM en lugar de TBA; se incubó durante 30 min a 95ºC 

y se paró la reacción en hielo. El aducto (TBA)2-malondialdehído se extrajo añadiendo 

butanol en dos etapas (100 y 80 μL, respectivamente), centrifugando entre cada una de 

ellas (3000g x 1 min, 4ºC) para recoger el sobrenadante. Posteriormente, la muestra se 

liofilizó y se almacenó a -80ºC hasta su análisis, momento en el cual se resuspendió en 60 

μL de fase móvil [tampón fosfato (KP) 5 mM (pH 7); acetonitrilo 15% (v/v); 

tetrahidrofurano 0,6% (v/v)], se filtró a través de un filtro de fluoruro de polivinilideno 

(PVDF) de 0,45 μm (Millipore) y se inyectaron 50 μL. El análisis se llevó a cabo con un 

flujo de 1 mL/min en un sistema HPLC (Waters, Milford, EEUU) equipado con detector 

de fotodiodos (PDA996), controlado por software Millennium32 (Waters), usando una 

columna C18 de 4,6 x 250 mm, 5 μm y 120 Å (Bakerbond; Mallinckrodt Baker, 

Phillipsburg, EEUU). El calibrado se hizo con 1,1,3,3-tetraetoxipropano en un rango de 

0-1 nmol. 

Para determinar el daño oxidativo a proteínas se utilizó el kit comercial “OxyBlot 

protein oxidation” (Chemicon, Temecula, EEUU), basado en la reacción de los grupos 

carbonilos con 2,4-dinitrofenilhidrazina (DNPH) para formar 2,4-dinitrofenilhidrazonas. 

Las muestras de hojas y raíces (200 mg) se homogeneizaron en 200 μL de KP 100 mM 

(pH 7), Triton X-100 0,1% (v/v), EDTA 0,1 mM y β-mercaptoetanol 2% (v/v). Los 

extractos se centrifugaron (13000g x 20 min, 4ºC), se derivatizaron con DNPH y se 

incubaron durante 15 min a temperatura ambiente. En el caso de hojas, se modificaron las 

cantidades indicadas en las instrucciones del “OxyBlot protein oxidation kit” (Tabla 8). 

Tras la derivatización, las proteínas se separaron mediante electroforesis en condiciones 

desnaturalizantes (Laemmli, 1970) y se transfirieron a membrana de polivinilideno PVDF 

(apartado 3.7.). La detección se realizó usando un anticuerpo primario “anti 
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DNP-hidrazonas de conejo” [1:150 en tampón tris-tween salino (TTBS): Tris-HCl 20 mM 

(pH 7,6), NaCl 0,5 M, Tween-20 0,05% (v/v)] que reconoce los grupos 

dinitrofenilhidrazona de las proteínas oxidadas, y un anticuerpo secundario “anti-conejo 

conjugado con la peroxidasa de rábano” [1:3000 en leche al 5% (p/v) en TTBS]. La 

inmunodetección se hizo por quimioluminiscencia con el kit “Supersignal West Pico 

Chemiluminiscent substrate” (Pierce, Rockford, EEUU). 

Tabla 8. Derivatización de proteínas de hojas con DNPH. 

Reactivo Muestra (μL) Blanco de muestra (μL) 

Extracto  3 3 

Dodecil sulfato de sodio (SDS) 12%  3 3 

DNPH 1X 6 - 

Solución control de derivatización 1X  - 6 

Solución de neutralización 4,5 4,5 

3.6. Análisis de la expresión génica 

3.6.1. Extracción de RNA 

Para la extracción del RNA total, el material fue previamente autoclavado a 120ºC 

durante 30 min. El material no autoclavable se esterilizó con NaOH 1 M. La extracción se 

realizó usando el sistema comercial “RNAqueous Isolation Kit” (Ambion, Austin, 

EEUU). Para ello, 70 mg de muestra se homogeneizaron con 300 μL de la mezcla “Lysis 

Binding Solution:Plant RNA Isolation Aid” en una proporción 8:1. El RNA aislado se 

precipitó con 50 μL de LiCl durante toda la noche a -20ºC. Posteriormente, se centrifugó 

(13000g x 20 min, 4ºC), se eliminó el sobrenadante y se lavó el precipitado con etanol 

80%. Se dejó secar y el RNA se trató con DNasaI durante 30 min a 37ºC. La mezcla de 

reacción contenía 1 μL de DNasaI (Roche, Penzberg, Alemania), 4 μL de tampón H 12x, 

5 μL de inhibidor de RNasa 40 U/μL (Roche) y 44,5 μL de agua desionizada tratada con 

dietilpirocarbonato. Para inactivar la DNasaI se añadieron 5 μL de “DNase Inactivation 

Reagent” (Ambion). La ausencia de contaminación con DNA genómico se comprobó 

mediante PCR cuantitativa a tiempo real (qRT-PCR), utilizando oligonucleótidos del gen 

ubiquitina (Tabla 9). Una vez extraído el RNA se guardó a -80ºC hasta su uso. 
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3.6.2. Síntesis de cDNA 

Para la síntesis de cDNA se incubó 20 μL de RNA (1 μg) con 2 μL de oligo-(dT)17 10 μM 

(Invitrogen, Paisley, Reino Unido) durante 5 min a una temperatura entre 65-70ºC. La 

mezcla de RNA con oligo dT se incubó con 10 μL de “Moloney Murine Leukemia Virus 

Reverse Transcriptase” (MMLV-RT; Promega, Madison, EEUU) 5x, 1,5 μL de dNTPs 

(Invitrogen) 25 mM, 15,5 μL de agua desionizada autoclavada tratada con 

dietilpirocarbonato y 1 μL MMLV-RT, durante 1 h a 42ºC. El cDNA sintetizado se 

cuantificó mediante qRT-PCR usando ubiquitina como gen control (Tabla 9), como se 

describe en el siguiente apartado. 

3.6.3. Cuantificación de mRNA mediante qRT-PCR  

El análisis qRT-PCR se efectuó con un equipo iCycler iQ (Bio-Rad). Los 

oligonucleótidos se diseñaron por medio de Primer Express software (Applied 

Biosystems, Foster City, EEUU). Se utilizó cDNA con un mismo Ct (“threshold cycle”) 

para la ubiquitina, siendo éste siempre <20 ciclos. La mezcla de reacción contenía 10 μL 

del reactivo iQ SYBR-Green Supermix (Bio-Rad), 5 μL mezcla oligonucleótidos 

(sentido-antisentido) 3 μM (Tabla 9), 4 μL agua desionizada estéril y 1 μL cDNA.  

El programa de PCR consistió en un primer paso de desnaturalización del cDNA y 

activación de la Taq polimerasa a 95ºC durante 5 min, seguido de 50 ciclos a 95ºC 

durante 15 s, y un último paso de 1 min a 60ºC. La especificidad de los oligonucleótidos 

se determinó usando la curva de desnaturalización. Los datos se normalizaron frente a la 

ubiquitina y se expresaron de forma relativa a los niveles de mRNA de las muestras 

control, a las que se les asignó el valor de 1, usando el método de 2-ΔΔCt (Livak y 

Schmittgen, 2001). La estabilidad de la ubiquitina en los tratamientos estudiados se 

confirmó analizando su expresión frente a otros dos genes control: PP2A, que codifica la 

subunidad catalítica de la proteín-fosfatasa 2A (Sánchez y cols, 2008), y eIF4A3, que 

codifica el factor de elongación eucariótico 4A (Shimoda y cols, 2005). 
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Tabla 9. Oligonucleótidos (5’→ 3’) empleados para los análisis de expresión génica. 

Gen Identificador Sentido Antisentido 

Ubiquitina DQ249171 TTCACCTTGTGCTCCGTCTTC AACAACAGCACACACAGACAA 

eIF4A3 TC24394 CACGGATGACATGGACTTCGA GCTTCCAATCGCCTTAACACC 

PP2A TC41905 TGAGCTATGTGAAGCTGTTGGT CAGCCTCATTATCACGCAGTAG 

MnSOD AY274807 CCTCAGCCGTCGTTAAGCTC GACCTCCGCCATTGAATTTG 

FeSODc AY525603 GGTTGCAAAATCTCAGCTTGC GCTGGAGTGACTTTTGGACCC 

FeSODp AY525601 TCGCCATCCACTTCCACTACT GAAACGCGGAAGGTGATGAT 

CuZnSODc AY257198 TGAACAATGGTGAAGGCTGTG CCTTGACATTATCGCTGCTGC 

CuZnSODp AP010457 GATGGAGTCGCAGAGGCAAC GGCCAGTGAGTGGAATCTGAC 

Catalasa TC20811 GCGCCTGACAGGCAAGATA TGCCCAAGAGAACGATCAGC 

APXc TC23988 AAGGCCAGGAGAAAGCTCAGA AGCAGAGTGCCATGCCAAA 

APXpx TC22241 TCTACCAATGAAGGACGGCTTC TGTCAGTCAAGCCCATTCGAT 

APXs TC20749 GCTCCTCTCCTCGCATTTCTC CCTCAGCTCTCCCCTGATTG 

APXt TC24975 TGCCAAACTTAGCAACCTTGG CCAGCATTTGGAGCACCAT 

GRc TC24724 TGTCACCATGAGGACTCCCA TCAGAAGGTTGGCTCTTTCGA 

GRp TC21858 GTGCCGCTAGGTTTTCATCAA GCTCACAAATCCCCACCTTG 

MRpx TC33358 AACATGTTGACCATGCTCGC TGATGGCCTTCACAGCCTG 

MRp TC34359 GCTCCTGCCTAAACTTGCCAG AGTTTGGCTTTGTCAACCGG 

DRc TC24095 CGTTCTCATCCTTCATCGCA CATGAGGAGCACCAACAGCA 

DRp TC31996 CGTTTCACCCAACTGCTTCA GACACCCTGAGAGGCTTCCTG 

γECS AY204516 ATGCTGCCCTTTGTTTTTG AACACCTCCGCTACCTCAT 

hGSHS AY219337 ATGGGGGTAGGTGGATGT CAGTAACTTTCAGGTAATGG 

GSHS AF279703 TGGCTCAACAACAACAACAT GTGACAAGACTCCCTAAACCA 

GLB1-1 TC24940 TCTCACTTCACTTCCATCGCA TCAGTGAAACATGTGCTCCCA 

GLB1-2 AB238221 GGCAGAAAACACAACCACCAT TCACCACCAGAGCTTCTTGCT 

GLB2 TC22194 AAGAAGCCCTGCTGAAAACGT TCCTCGCTCCATTTATCTCCC 

GLB3-1 TC39169 GAGTGGAGTTCTCACATCCAAC GTTTGAAGGCCGAGCTTTTCA 

GLB3-2 GO024600 GGAACCATTCACGGTACATTCG GCATCTCTCAAACGACACAGCC 
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3.7. Electroforesis y análisis western blot 

3.7.1. Electroforesis 

La proteína total se extrajo a partir de 50 mg de material vegetal y 150 μL de KP 50 mM 

(pH 7,8), Tritón X-100 1% y EDTA 0,1 mM. El extracto se centrifugó (13000g x 15 min, 

4ºC) y se cuantificó la proteína soluble (apartado 3.5.4) para uniformizar la carga de los 

pocillos del gel (25-50 μg en hojas y 5-40 μg en raíces). Las muestras se mezclaron con el 

tampón de carga [Tris-HCl 62 mM (pH 6,8), SDS 2,3%, glicerol 10%, β-mercaptoetanol 

5% y azul de bromofenol 0,1%] en una proporción muestra-tampón 4:1 y se hirvieron 

durante 5 min. Posteriormente las muestras se enfriaron en hielo y se cargaron 20 μL en 

cada pocillo. Las proteínas se separaron mediante electroforesis en geles SDS de 

acrilamida: bisacrilamida al 12,5% para la fase separadora y 4,6% para la concentradora 

(Tabla 10), con 0,75 mm de espesor. Se utilizó el sistema Mini-Protean III (Bio-Rad). La 

electroforesis se realizó a 100 V, usando Tris-HCl 25 mM (pH 8,3), glicina 192 mM y 

SDS 1% como tampón. 

Tabla 10. Composición de los geles concentrador y separador para SDS-PAGE. 

Reactivo Gel concentradora Gel separadora 

Acrilamida:bis-acrilamida (40% T, 3% C)b 0,115 mL 2,190 mL 

Tris-HCl 1,5 M (pH 8,8), SDS 0,4%  - 2,330 mL 

Tris-HCl 0,5 M (pH 6,8), SDS 0,4%  0,285 mL - 

H2O 0,600 mL 2,480 mL 

Persulfato amónico 10%  5 μL 38,89 μL 

N,N,N’,N’-tetrametiléndiamina (TEMED) 1 μL 7,78 μL 

a Se indican los volúmenes necesarios para la preparación de un gel. Se utilizó 3,5 mL del gel 
separador y 1 mL del gel concentrador. 
b T=[g acrilamida+g bis-acrilamida)/volumen total]x100. C=[g bis-acrilamida/(g acrilamida+g 
bis-acrilamida)]x100. 

3.7.2. Transferencia a membranas de fluoruro de polivinilideno  

Una vez separadas las proteínas en el gel de electroforesis, se transfirieron a una 

membrana Bio Trace PVDF (Pall Life Sciences, Pensacola, EEUU) con el sistema Mini 

Trans-Blot (Bio-Rad) a 100 V durante 1,5 h. El tampón de transferencia fue Tris-HCl 
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25 mM, glicina 192 mM y metanol 20%. Para comprobar que las proteínas se habían 

transferido uniformemente, la membrana se tiñó con Ponceau. 

3.7.3. Análisis western blot 

La membrana se bloqueó en leche desnatada al 5% en TTBS durante toda la noche a 4ºC. 

Seguidamente, se hicieron tres lavados de 15 min con TTBS y se incubó con la dilución 

correspondiente del anticuerpo primario (Tabla 11) durante 1 h a temperatura ambiente. 

Se lavó de nuevo la membrana tres veces durante 15 min con TTBS y se incubó con el 

anticuerpo secundario “anti-conejo conjugado con la peroxidasa de rábano” [Sigma; 

1:20000 en leche 5% en TTBS], y en el caso de la deshidroascorbato reductasa citosólica 

(DRc) con “anti-cobaya conjugado con la peroxidasa de rábano” [Sigma; 1:10000 en 

leche 5% en TTBS] durante 1 h a temperatura ambiente. Tras la incubación con el 

segundo anticuerpo, se realizaron un par de lavados en TTBS y se detectaron las proteínas 

sobre la membrana por quimioluminiscencia usando el reactivo “Supersignal West Pico 

Chemiluminiscent substrate” (Pierce). 

Tabla 11. Procedencia de los anticuerpos policlonales. c: citoplasmática; p: plastidial 

Proteína Especie Procedencia Dilución 

Spinacia oleracea Kanematsu y Asada, 1990 1:3000 MnSOD 

Vigna unguiculata Moran y cols, 2003 1:1000 FeSOD 

Oryza sativa Kanazawa y cols, 2000 1:3000 CuZnSODp 

Cucurbita maxima Yamaguchi y Nishimura, 1984 1:1000 Catalasa 

Glycine max Dalton y cols, 1998 1:1000 APXc 

Arabidopsis thaliana Eltayeb y cols, 2006 1:10000 DRc 

Arabidopsis thaliana DRp Dietz (Bielefeld, Alemania) 1:3000 

3.8. Actividades enzimáticas 

Las actividades enzimáticas se determinaron usando un espectrofotómetro 

ultravioleta/visible Beckman Coulter DU730 (Beckman Coulter, Fullerton, EEUU) o 

Perkin Elmer Lambda 25 (Perkin Elmer, Waltham, Massachussets, EEUU). En general, 

las enzimas se extrajeron en tubos Eppendorf en baño de hielo, los extractos se 

centrifugaron a 13000g durante 20 min a 4ºC, y las actividades enzimáticas se ensayaron 
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en el sobrenadante mediante métodos espectrofotométricos a 25ºC en la fase de 

linearidad. 

3.8.1. Superóxido dismutasa 

La actividad SOD se determinó mediante un método basado en la inhibición de la 

reducción del ferricitocromo c por los O2·- generados por un sistema xantina/xantina 

oxidasa (McCord y Fridovich, 1969). Se homogeneizaron hojas (40 mg) y raíces 

(200 mg) con 100 μL del medio de extracción que contenía KP 50 mM (pH 7,8), EDTA 

0,1 mM, polivinilpirrolidona (PVP-10) 1% (p/v) y Triton X-100 0,1%. Los extractos se 

centrifugaron y la actividad SOD total se determinó añadiendo 15 μL del sobrenadante a 

un medio que contenía 1 mL de solución generadora de O2··- [KP 50 mM (pH 7,8), EDTA 

0,1 mM y xantina 0,1 mM; tras oxigenar este medio durante 10 min se añadió 

ferricitocromo c 14 μM], 20 μL de 0,5 mM KCN, y la suficiente xantina oxidasa [15-20 

μL; diluida 1:50 en KP 50 mM (pH 7,8)] para producir un aumento de la absorbancia de 

0,050/min, completando con KP 50 mM (pH 7,8) hasta un volumen final de 1230 μL. Se 

hizo un blanco general y un blanco de muestra. La actividad SOD se determinó midiendo 

durante 2 min la reducción del ferricitocromo a ferrocitocromo c a 550 nm y se expresó 

en unidades por miligramo de proteína total (U/mg). Se define 1 U de SOD como la 

cantidad de enzima necesaria para producir un 50% de inhibición de la reducción del 

ferricitocromo a 25ºC (McCord y Fridovich, 1969). 

La identificación de las isoenzimas SOD se realizó por el método del azul de 

nitrotetrazolio (NBT) usando los inhibidores KCN y H2O2 (Beauchamp y Fridovich, 

1971; Bridges y Salin, 1981). Las proteínas se separaron mediante electroforesis en geles 

nativos de 0,75 mm de espesor y acrilamida 15% para la fase separadora y 4% para la 

concentradora (Tabla 12) utilizando el sistema Mini-Protean III (Bio-Rad). La 

electroforesis se llevó a cabo durante 2 h y 30 min, a 200 V y 4ºC. El tampón usado fue 

Tris-HCl 25 mM (pH 8,3) con glicina 192 mM. 

Tras la electroforesis, los geles se preincubaron a temperatura ambiente durante 1 h 

en: (a) tampón KP 50 mM (pH 7,8), como control; (b) KP con KCN 3 mM para inhibir 

las actividades CuZnSOD; (c) KP con H2O2 5 mM para inhibir las actividades CuZnSODs 

y FeSOD. A continuación, los geles se incubaron en NBT 0,48 mM en KP 50 mM 

(pH 7,8) a temperatura ambiente y en oscuridad durante 30 min. Los geles se incubaron a 

continuación en oscuridad y a temperatura ambiente durante 30 min con tampón KP 

 50



Materiales y Métodos 
 

50 mM (pH 7,8), riboflavina 30 μM y TEMED 0,2%. Finalmente el gel, se lavó con 

tampón y se expuso a la luz para el revelado. La determinación de la abundancia relativa 

de las distintas isoenzimas se llevó a cabo mediante densitometría con el programa 

ImageJ (National Institutes of Health, Bethesda, Maryland, EEUU). 

Tabla 12. Composición de los geles concentrador y separador en condiciones no desnaturalizantes. 

Reactivo  Gel concentradora Gel separadora 

Acrilamida/bis-acrilamida (40% T, 3% C)b 103 μL 1,35 mL 

Tris-HCl 1,5 M (pH 8,8) - 888 μL 

Tris-HCl 0,5 M (pH 6,8) 250 μL - 

H2O 648 μL 1,31 mL 

Persulfato de amonio 10%  8 μL 35,5 μL 

TEMED 0,8 μL 3,55 μL 
a Se indican los volúmenes necesarios para la preparación de un gel. Se utilizaron 3,5 mL del gel 
separador y 1 mL del gel concentrador. 
b T=[g acrilamida + g bis-acrilamida)/volumen total]x100. C=[g bis-acrilamida/(g acrilamida + g bis- 
acrilamida)]x100.   

3.8.2. Catalasa 

La actividad catalasa se determinó siguiendo la descomposición del H2O2 a 240 nm 

durante 1 min, utilizando un coeficiente de extinción (ε)=39,4 M-1cm-1 (Aebi, 1984). La 

enzima se extrajo a partir de hojas (50 mg) o raíces (250 mg) con 250 μL de KP 50 mM 

(pH 7) y PVP-10 0,5%. Los extractos se centrifugaron y la actividad se midió en el 

sobrenadante. En la reacción se utilizó 60 μL de H2O2 10 mM, extracto (15 μL hojas ó 

75 μL raíces) y KP 50 mM (pH 7) hasta completar un volumen final de 1 mL. El blanco 

se hizo con este mismo medio de reacción sin añadir extracto. 

3.8.3. Enzimas del ciclo ascorbato-glutatión  

La actividad ascorbato peroxidasa total (APX total) se extrajo a partir de hojas (50 mg) 

o raíces (100 mg) con 100 μL de medio de extracción que contenía KP 50 mM (pH 7), 

PVP-10 0,5% y ascorbato 0,5 mM, el cual se añadió en el momento de la extracción para 

impedir la inactivación de las APXs de los orgánulos. Los extractos se centrifugaron y la 

actividad se determinó en el sobrenadante siguiendo la oxidación de ascorbato a 290 

durante 2 min, utilizando ε = 2,8 mM-1 cm-1 (Asada, 1984). Para las hojas, se observó una 
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fase de latencia en los primeros 30 s de la reacción. El medio de reacción contenía 25 μL 

de ascorbato 20 mM, extracto de hojas (20 μL) o raíces (50 μL), 60 μL de H2O2 10 mM y 

KP 50 mM (pH 7) hasta completar un volumen final de 1 mL. Se hizo un blanco que no 

contenía extracto y un blanco para cada muestra omitiendo el H2O2. Este último blanco 

permitió corregir la oxidación del ascorbato por la ascorbato oxidasa (AO). 

La actividad monodeshidroascorbato reductasa (MR) se determinó siguiendo el 

descenso del NADH durante 90 s utilizando ε=6,22 mM-1cm-1 a 340 nm (Dalton y cols, 

1993). Se homogeneizó 50 mg de material vegetal (hojas o raíces) en 100 μL de KP 

50 mM (pH 7,8), PVP-10 1%, EDTA 0,2 mM, Triton X-100 0,1% y β-mercaptoetanol 

0,1 mM. El medio de reacción contenía por 150 μL de NADH 0,667 mM, 125μl de 

ascorbato 5 mM, 50 μL de AO (0,01 U/mL; Sigma) para la generación del MDHA, 

extracto de hojas (30 μL) o raíces (25 μL) y Tricina 50 mM (pH 7,8) hasta completar un 

volumen de 1 mL. Se hicieron como controles un blanco general al que no se le añadió 

extracto, y un blanco para cada muestra, que contenía extracto pero no AO, para corregir 

la oxidación del NADH independiente de la actividad MR. 

La actividad deshidroascorbato reductasa (DR) se determinó siguiendo la 

producción de ascorbato a 265 nm durante 3 min utilizando ε= 1,41 mM-1 cm-1 (Nakano y 

Asada, 1981). La extracción se realizó en las mismas condiciones que las usadas para 

ensayar la actividad MR. El medio de reacción contenía 100 μL de EDTA 1 mM, 100 μL 

de DHA 2 mM en KP 100 mM (pH 7) saturado de nitrógeno, 100 μL de GSH 25 mM, 

20 μL de extracto (hojas o raíces) y KP 100 mM (pH 7) hasta un volumen de 1 mL. 

Como controles se hicieron un blanco general que no contenía extracto y un blanco para 

cada muestra sin GSH para corregir la reducción de ascorbato independiente de GSH.  

La actividad glutatión reductasa (GR) se determinó siguiendo el descenso de 

absorbancia del NADPH a 340 nm durante 3 min utilizando ε=6,22 mM-1cm-1 (Dalton y 

cols, 1986). Se homogeneizaron hojas (40 mg) o raíces (60 mg) con 200 μL de KP 50 mM 

(pH 7,8), PVP-10 1%, EDTA 0,2 mM y Tritón X-100 0,1%. El medio de reacción 

contenía 100 μL de NADPH 1,25 mM, 100 μL de EDTA 5 mM, 100 μL de GSSG 

2,5 mM, extracto de hojas (75 μL) o raíces (75 μL), y Tricita 50 mM (pH 7,8) hasta 

completar 1 mL de volumen. Se hizo un blanco general al que no se le añadió extracto y 

un blanco para cada muestra que no contenía extracto ni GSSG para corregir la oxidación 

del NADPH independiente de la actividad GR. 
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3.8.4. Ascorbato oxidasa  

La actividad AO se determinó siguiendo durante 3 min el descenso de absorbancia a 

265 nm debido a la oxidación del ascorbato, utilizando ε=14,1 mM-1 cm-1 (Pignocchi y 

cols, 2003). Los extractos se hicieron a partir de 10 mg de material vegetal (hojas o 

raíces) en 100 μL de tampón fosfato de sodio (NaP) 10 mM (pH 6,5) y se centrifugaron 

(13000g x15 min, 4ºC). Debido a la localización apoplástica de la AO se descartó el 

sobrenadante y el precipitado se resuspendió en un medio que contenía NaP 10 mM (pH 

6,5), NaCl 1 M. La suspensión se mantuvo durante 10 min a 4ºC agitando vigorosamente 

cada 2 min. A continuación, las muestras se centrifugaron y se utilizó el sobrenadante 

para el ensayo. El medio de reacción contenía 750 μL de NaP 10 mM (pH 5,6), 100 μL de 

EDTA 5 mM, 100 μL de ascorbato 1 mM y 50 μL de extracto (hojas o raíces). Se hizo un 

blanco general sin extracto y un blanco para cada muestra en el que no se añadió 

ascorbato.  

3.9. Glutatión y homoglutatión sintetasas 

Las actividades GSHS y hGSHS se determinaron mediante la cuantificación del GSH y 

hGSH producidos (Hell y Bergmann, 1988; Kocsy y cols, 1996). Se homogeneizaron 

100 mg de hojas o raíces con 500 μL de medio de extracción [Tris-HCl 50 mM (pH 8), 

EDTA 0,2 mM, glicerol 10% y MgCl2 10 mM]. Tras centrifugar (13000g x 20 min, 4ºC) 

los extractos, se tomaron 250 μL de sobrenadante y se diluyeron en 1 mL del medio de 

extracción. El extracto se concentró con membranas de 10 kDa (Centricon C-10, 

Millipore), centrifugando a 3500g hasta alcanzar un volumen final de 250 μL. El volumen 

final de la reacción fue de 200 μL. La mezcla de reacción contenía: 40 μL de medio de 

reacción [Tris-HCl 100 mM (pH 8,5), KCl 50 mM, MgCl2 20 mM], 10 μL de ATP 

100 mM, 10 μL de fosfoenolpiruvato 100 mM, 10 μL de piruvato kinasa (100 U/mL), 

10 μL de ditioeritritol (DTE) 50 mM, 10 μL de γ-glutamilcisteína 10 mM y 10 μL de 

glicina 100 mM (actividad GSHS) o β-alanina (actividad hGSHS). Para iniciar el ensayo, 

se añadió 100 μL de muestra a la mezcla de reacción (preincubada durante 3 min a 30ºC). 

A tiempo cero y después de haber incubado la mezcla de ensayo 1 h a 30ºC, se tomaron 

80 μL y se derivatizaron en oscuridad durante 15 min a temperatura ambiente con 300 μL 

de ácido N-[2-hidroxi-etil]piperacina-N’-3-propanosulfónico 200 mM (pH 8), ácido 
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dietilentriaminopentaacético 5 mM y 120 mL de monobromobimano 7 mM. La reacción 

se paró añadiendo 97 μL de ácido acético 40% y las muestras se almacenaron a -80ºC.  

El análisis de HPLC se realizó en una columna C18 de 3,9 x 150 mm y 4 μm 

(Nova-Pak, Waters) con un flujo de 1 mL/min. Para ello, las muestras derivatizadas se 

descongelaron, se pasaron por filtros Ultrafree-MC 0,45 μm (Millipore) y se inyectaron 

(10 μL) en el HPLC. La fase móvil fue metanol 15% con ácido acético 0,25% (pH 3,5). 

La detección se hizo por fluorescencia con un detector 474 (Waters) con excitación a 

380 nm y emisión a 480 nm. La concentración exacta de los estándares de GSH y hGSH 

se determinó con ácido 5,5’-ditiobis-(2-nitrobenzoico) con ε=13,6 mM-1 cm-1 a 412 nm 

(Ellman, 1959). 

3.10. Ascorbato reducido y oxidado  

El contenido de ascorbato total se determinó siguiendo la oxidación del ascorbato por la 

AO a 265 nm hasta que la reacción se estabilizó (c. 500 s). Se utilizó ε = 14,1 mM-1cm-1 a 

265 nm (Bartoli y cols, 2000). Debido a la progresiva oxidación del ascorbato, los 

ensayos se realizaron durante la primera semana tras la cosecha del material vegetal. Las 

extracciones se hicieron a partir de hojas (20 mg) o raíces (40 mg) con 100 μL de HClO4 

1 M. Los extractos se mantuvieron en hielo y oscuridad durante todo el ensayo para evitar 

la oxidación del ascorbato. El sobrenadante (13000g x 20 min, 4ºC) se neutralizó con 

K2CO3 1 M para obtener un pH 7-7,5, óptimo para la actividad AO. Se utilizaron 87 μL 

de K2CO3 1 M por cada 200 μL de extracto. Seguidamente, se centrifugó de nuevo para 

eliminar el precipitado de KClO4. Para determinar el contenido de ascorbato total 

(ascorbato+DHA), se incubaron 125 μL de extracto con 6,5 μL de DTE 8 mM durante 15 

min, en oscuridad y a temperatura ambiente. Tras la incubación con DTE se midió la 

variación de absorbancia en un medio de reacción que contenía 50 μL del extracto 

derivatizado, 20 μL de AO (0,01 U/μL) y ácido N-(2-hidroxietil)piperazina-N’-2-

etanosulfónico (HEPES) 100 mM (pH 5,6) hasta completar 1 mL.  

Para determinar el contenido de ascorbato reducido se utilizaron 50 μL de extracto sin 

derivatizar y 20 μL de AO (0,01 U/μL), y se completó el volumen hasta 1 mL con 

HEPES 100 mM (pH 5,6). Como controles, además de un blanco general al que no se 

añadió extracto, se hizo un blanco para cada muestra, que no contenía AO, para 
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determinar la oxidación espontánea del ascorbato. El contenido de DHA se determinó 

calculando la diferencia del ascorbato total y el ascorbato reducido. 

3.11. Glutatión reducido y oxidado 

El contenido de glutatión total (GSH + GSSG) y su estado redox se determinó siguiendo 

la variación de absorbancia a 412 nm durante 3 min del GSH formado a partir del GSSG 

por la actividad GR, mediante la derivatización del tiol con 5,5’-ditiobis-ácido 

2-nitrobenzoico (Griffith, 1980). Las hojas (10 mg) o raíces (20 mg) se homogeneizaron 

con 100 μL de ácido sulfosalicílico 5%, los extractos se centrifugaron y el sobrenadante 

se utilizó para el ensayo. Para cuantificar la cantidad de GSH+GSSG se utilizó un medio 

de reacción que contenía: 25 μL extracto (hojas o raíces), 20 μL de GR (50 U/mL), 

100 μL de 5,5’-ditiobis(ácido) 2-nitrobenzoico 6 mM, el volumen necesario de NADPH 

para tener una concentración final de 0,21 mM en el medio y KP 150 mM (pH 7,4) con 

EDTA 6,3 mM hasta completar el volumen final de reacción (1 mL). Se hizo un blanco 

general como control, que llevaba 25 μL de tampón de extracción en lugar de muestra. La 

concentración de GSH se calculó por diferencia entre el glutatión total y GSSG en las 

muestras. Para determinar la concentración de GSSG, se derivatizaron 90 μL de muestra 

con 6 μL de vinylpiridina y 10 μL de trietanolamina 98% (v/v) para bloquear los grupos 

tiol. Se agitó durante 30 s y se incubó a temperatura ambiente durante 25 min. Los 

calibrados para determinar las concentraciones de GSH+GSSG y GSSG se realizaron con 

GSH y GSSG en rangos de 0-4 nmol y 0-1 nmol, respectivamente. 

3.12. Glutatión y homoglutatión total  

Los tioles se extrajeron a partir de 50 mg de hojas o raíces con 500 μL de ácido 

metanosulfónico 200 mM y DTE 0,5 mM. Los extractos se centrifugaron (13000g x 

15 min, 4ºC), se tomaron 200 μL de sobrenadante y se mezclaron con 92 μL de DTE 8 

mM, 400 μL de ácido N-[2-hidroxietil]piperacina-N’-3-propanosulfónico (EPPS) 200 

mM (pH 8), ácido dietilen triamino pentaacético (DTPA) 5 mM y 8 μL de NaOH 5 M. 

Esta mezcla se incubó durante 1 h a temperatura ambiente para asegurar la completa 

reducción de los grupos tiol. A continuación, se añadieron 200 μL de monobromobimano 

(MBB) 7 mM (Fahey y Newton, 1987) y la mezcla resultante se incubó 15 min en 

oscuridad, ya que el MBB es fotosensible. Para detener la reacción de derivatización, se 
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añadieron 350 μL de ácido acético 20% (v/v). Tras la derivatización, las muestras se 

almacenaron a -80ºC. 

Para el análisis, las muestras derivatizadas se descongelaron, se centrifugaron 5 min y 

se pasaron por filtros Ultrafree-MC de 0,45 μm (Millipore). Se inyectaron 10 μL en el 

HPLC, donde los aductos de los tioles con el MBB se separaron en una columna C-18 

(3,9 x 150 mm, 4 μm; Waters). La composición de la fase móvil fue metanol 15% y ácido 

acético 0,25% (pH 3,5). Se usó un flujo de 1 mL/min y la detección se realizó por 

fluorescencia (detector 474, Waters) con excitación a 380 nm y emisión a 480 (Klapheck, 

1988).  

Los tiempos de retención y las áreas de los picos se determinaron con el programa 

Millenium32 (Waters). La titulación de los estándares fue la misma que la utilizada para la 

determinación de las actividades GSHS y hGSHS (apartado 3.9). 

3.13. Localización de transcritos en nódulos 

3.13.1. Preparación del tejido 

Fijación y deshidratación de los nódulos 

Los nódulos se fijaron en paraformaldehído 4% (p/v) disuelto en solución estabilizadora 

de microtúbulos [ácido piperazina-1,4-bis(2-etanosulfónico) 50 mM, ácido etilénglicol-

bis-(2 aminoetiléter)-N,N,N’,N’-tetraacético 5 mM, MgSO4 5 mM; el pH se ajustó a 7,0 

con KOH], Tritón X-100 0,1% y Tween-20 0,1%. Los nódulos se incubaron a 4ºC durante 

toda la noche con agitación suave por balanceo. Para la deshidratación, se hizo un primer 

lavado con NaCl 0,85% (solución salina) durante 30 min y dos lavados con etanol 50% y 

70%, repectivamente, en solución salina, durante 3 h cada uno. En un siguiente lavado, 

los nódulos se incubaron en etanol 85% en solución salina durante toda la noche. 

Posteriormente, se lavó con etanol 95% en agua destilada durante 4 h y se hicieron dos 

incubaciones con etanol absoluto, una durante 4 h y otra durante toda la noche. 

Inclusión de los nódulos 

Debido a que la deshidratación provoca la decoloración del tejido, antes de incluir los 

nódulos fue necesario teñirlos. La tinción se hizo a temperatura ambiente con agitación 

suave. Tras un lavado con etanol absoluto durante 2 h, los nódulos se incubaron 1 h con la 

solución colorante: 500 μL etanol absoluto; 500 μL HistoClear II (National Diagnostics, 
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Atlanta, EEUU); y 0,8 μL de eosina Y (Sigma) 2% (p/v). Seguidamente, se hicieron 3 

lavados de 1 h cada uno con HistoClear II. A continuación, se comenzó la inclusión en 

parafina, que se realizó siempre en estufa a 60ºC. Para ello, los nódulos se pasaron a 

viales de vidrio que contenían una mezcla HistoClear II: Paraplast X-tra (Fluka) en una 

proporción 1:1 y se incubaron toda la noche. Posteriormente, se reemplazó el HistoClear 

II por Paraplast X-tra progresivamente haciendo cambios cada hora durante 1 día. Para 

completar la inclusión en la parafina, durante los tres días siguientes se cambió el 

Paraplast X-tra dos o tres veces al día. Finalmente, entre 5-6 nódulos se colocaron en 

moldes desechables Peel-A-Way (Ted Pella, California, EEUU) que contenían 

Paraplast X-tra, se dejó que la parafina solidificara a temperatura ambiente y los bloques 

se guardaron a 4ºC hasta su utilización. 

Sección de los nódulos fijados 

El bloque de parafina se sacó del molde y se hicieron secciones de 10 μm utilizando un 

microtomo Leica RH 2155 (Leica Microsystems, Wetzlar, Alemania). Los cortes se 

depositaron sobre una gota de agua colocada en un portaobjetos Superfrost Plus (Thermo 

Fisher Scientific) de 25 x 75 mm y 1 mm de grosor. La cara brillante de cada sección fue 

la que quedó en contacto con el portaobjetos. Los portas se colocaron en estufa a 42ºC y 

se dejaron toda la noche para que el agua se evaporara y las secciones se adhiriesen al 

portaobjetos. 

3.13.2. Preparación de las sondas 

Obtención de las sondas 

Las sondas para la localización de los transcritos de las Hbs se obtuvieron a partir de 

oligonucleótidos específicos (Tabla 13) diseñados con el programa Primer Express 

(Applied Biosystems), teniendo en cuenta las secuencias TC24940 (LjGLB1-1), 

AB238221 (LjGLB1-2), TC22194 (LjGLB2) y GO024600 (LjGLB3-2). Para LjGLB2 y 

LjGLB3-2 se obtuvieron fragmentos internos de 300 pb, mientras que la homología 

existente entre las secuencias codificantes de LjGLB1-1 y LjGLB1-2 sólo permitió 

obtener fragmentos internos de 90 y 80 pb, respectivamente. La mezcla de reacción 

contenía: 2,5 μL de PCR buffer 10x, 1,25 μL de dNTPs 5 mM (Invitrogen), 1 μL Taq 

polimerasa (Biotools, Madrid), 1 μL de cDNA de nódulos de L. japonicus, y 3 μL de una 

mezcla 5 μM de los oligonucleótidos sentido y antisentido. El protocolo de la reacción de 
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PCR consistió en una etapa de desnaturalización de 30 s a 94ºC, seguida de 35 ciclos de 

amplificación (15 s x 94ºC, 30 s x 58ºC, 1 min x 72ºC) y una etapa de elongación final de 

10 min a 72ºC. 

Tabla 13. Oligonucleótidos (5’→ 3’) empleados para la hibridación in situ. 

Gen Sentido Antisentido 

LjGLB1-1 TCTTCCAGCTCATGCACTTCC ACTAGCGCTTTGTGAACAGGG 

LjGLB1-2 CAACCCTTTGCTCTCAGTTTCA ACAGCCCCAAAGCAACAATAA 

LjGLB2 AAGCACCTGAGGCAAAGGC CCCCAAGCATTGCTCACTTC 

LjGLB3-2 CAAAGCCTGCAGCATAAAGCT GAAATGGTCGATGTCGCCC 

pUC/M13 GTAAAACGACGGCCAG CAGGAAACAGCTATGAC 

Se comprobó en cada caso que el producto de amplificación correspondía a una 

sola banda del tamaño esperado mediante electroforesis horizontal en geles de agarosa 

1,2% usando el sistema Mini-Sub Cell GT Cell (Bio-Rad) a 100 V durante 30 min. El 

tampón de electroforesis fue tampón TAE (Tris 0,5%, ácido acético 0,1%, EDTA 50 mM; 

pH 8,5). El producto de amplificación se mezcló con el tampón de carga [azul de 

bromofenol 0,25% (p/v), xileno-cianol 0,25% (p/v), glicerol 30% (v/v)] en una 

proporción muestra:tampón 5:1. Como marcador de peso molecular se usó “DNA 

Molecular Weight Marker XIV (100-1500 pb)” (Roche). A continuación, cada amplicón 

obtenido de la reacción PCR se clonó directamente en pGEM-T Easy (Promega). El 

plásmido recombinante se introdujo en células competentes de E. coli DH5α obtenidas 

por el método de RbCl (Sambrook y cols, 1989). La transformación de las células 

competentes se hizo mediante choque térmico. Para ello se añadió 4 μL de la mezcla de 

ligación a 200 μL de células competentes y se dejaron en hielo durante 30 min. 

Seguidamente, se incubaron en un baño a 42ºC durante 45 s e inmediatamente se pusieron 

nuevamente en hielo. Se añadieron 800 μL de medio SOC [triptona 2% (p/v), extracto de 

levadura 0,5% (p/v), NaCl 10 mM, KCl 2,5 mM, MgCl2 10 mM, MgSO4 10 mM, glucosa 

20 mM] y la mezcla se incubó a 37ºC durante 1,5 h a 200 rpm. A continuación, se sembró 

en placas con el medio de selección (apartado 3.2.2.). Dos clones positivos de cada 

construcción, aislados en placa de selección, se incubaron en medio LB líquido. El 

plásmido recombinante se purificó mediante el kit “High Pure Plasmid Isolation” (Roche) 

y se secuenció completamente para confirmar su identidad. 
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Marcaje de las sondas 

Dentro del plásmido pGEM y flanqueando la zona de inserción de la secuencia de interés, 

hay sitios de unión al oligonucleótido (sentido y antisentido) del gen pUC/M13. Se 

amplificó por PCR convencional las construcciones usando el oligonucleótido sentido y 

antisentido de pUC/M13 (Tabla 13; Invitrogen) para obtener un fragmento lineal de la 

construcción de interés. Las condiciones de PCR fueron: una etapa de desnaturalización 

de 3 min a 94ºC, seguida de 35 ciclos de amplificación (30 s x 94ºC, 30 s x 60ºC, 1 min x 

72ºC) y una etapa de elongación final de 10 min a 72ºC. Para la reacción se partió de una 

concentración de 400 ng/μL de DNA y se añadieron 10 μL de PCR Buffer 10X (Eurobio, 

Les Ulis Cedex, Francia), 2 μL de MgCl2 50 mM, 2 μL de dNTPs 10 mM, 1 μL de 

Eurobiotaq DNA Polimerasa (50 U/μL; Bioline, Londres, Reino Unido), 4 μL de una 

mezcla equimolar de los oligonucleótidos sentido y antisentido pUC/M13 10 μM 

(Invitrogen). La mezcla se completó con agua desionizada estéril hasta un volumen final 

de 100 μL. Tras comprobar mediante electroforesis en geles de agarosa que se obtenía 

una sola banda del tamaño esperado, la sonda se purificó a partir del producto de PCR 

con el kit comercial “PCR Clean Up Gel Extraction: NucleoSpin Extract II” 

(Macherey-Nagel, Düren, Alemania). Una vez purificada la sonda, se marcó con 

digoxigenina unida a UTP usando “DIG RNA Labeling Kit (SP6/T7)” (Roche). Para la 

reacción de marcaje se emplearon 13 μL de sonda y se obtuvo la correspondiente sonda 

marcada antisentido (sonda positiva) y sentido (sonda negativa). 

3.13.3. Hibridación in situ 

El proceso de hibridación in situ se realizó usando un sistema automatizado 

“InsituPro VS” (Intavis Bioanalytical Instrument AG, Colonia, Alemania). 

Pretratamiento del tejido 

Todos los pasos para el pretratamiento del tejido se realizaron a temperatura ambiente. En 

primer lugar, para eliminar la parafina de las secciones de nódulos, se hicieron dos 

incubaciones con HistoClear II de 10 min. Para eliminar los restos de HistoClear II, los 

portas se pasaron por etanol absoluto y seguidamente se realizó la hidratación del tejido 

mediante lavados de 5 min con etanol (90, 80, 60, 50 y 30%) en solución salina y un 

lavado final de 10 min en solución salina. A continuación, para favorecer la accesibilidad 

de la sonda marcada al mRNA, se realizó una incubación de 5 min en Tris-HCl 50 mM 
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(pH 7,5) con EDTA 5 mM, seguida de una digestión con Pronasa (Roche) 0,13 mg/mL 

durante 10 min. La reacción de hidrólisis se paró mediante dos incubaciones de 2 min 

cada una con tampón fosfato alcalino (PBS): NaCl 130 mM, Na2HPO4 7 mM, NaH2PO4 

3 mM. Para preservar mejor la integridad del tejido, se hizo un tratamiento de 

“postfijación” que consistió en dos incubaciones con paraformaldehído 4% en PBS de 

15 min cada una. Seguidamente, se hicieron tres lavados de 2 min cada uno con tampón 

PBS y se realizó una incubación de 10 min con anhídrido acético (trietanolamina 1,25%, 

HCl 0,5%, ácido acético anhidro 5%) que favorece la acetilación de los grupos amino y 

bloquea los grupos cargados que pudieran reaccionar con la ribosonda y aumentar el 

ruido de fondo. Se hicieron nuevamente dos lavados de 2 min con PBS seguidos de un 

lavado con solución salina durante 2 min. Finalmente, el tejido volvió a deshidratarse 

mediante lavados de 2 min con etanol (30, 50, 80, 95%) en solución salina y etanol 

absoluto. 

Hibridación 

En esta fase, todas las reacciones se realizaron a una temperatura de 50ºC y todos los 

reactivos se prepararon utilizando agua desionizada autoclavada. Los portaobjetos con las 

secciones de nódulos se lavaron durante 10 min con una solución que contenía NaCl 

300 mM, Tris-HCl 100 mM, Na2HPO4 100 mM y EDTA 5 mM. Posteriormente, cada 

porta se preincubó durante 30 min con 250 μL de la solución de prehibridación [31,25 μL 

de 1:10 de solución de lavado, 125 μL formamida; 31,25 μL de sulfato de dextrano 50%; 

6,25 μL 50X Denhardt’s (Invitrogen); y agua desionizada autoclavada hasta completar el 

volumen final de reacción]. A continuación, se realizó la hibridación con la sonda durante 

14 h. La mezcla de hibridación contenía: 5 μL de la sonda marcada, 30,6 μL de solución 

de lavado, 122,5 μL de formamida, 61,25 μL de sulfato de dextrano 50%, 3,1 μL de 

tRNA 100 mg/mL, 6,1 μL de 50X Denhardt’s y agua desionizada autoclavada hasta un 

volumen final de 250 μL. 

Lavado 

Para eliminar la solución de hibridación se lavó tres veces (30, 60 y 60 min 

respectivamente) a 50ºC con una solución compuesta por 50% formamida y solución 

salina citrato (NaCl 300 mM, citrato sódico 30 mM). Después, se lavó tres veces con 

tampón NTE (NaCl 500 mM, Tris-HCl 10 mM, EDTA 1 mM) durante 5 min a 37ºC, se 

llevó a cabo una digestión con RNasa A 20 μg/mL en tampón NTE, y a continuación, se 
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hicieron nuevamente dos lavados de 5 min cada uno con el tampón. Se incubó durante 1 h 

a 50ºC con 50% formamida y solución salina citrato. Finalmente, se hizo un lavado de 

5 min a temperatura ambiente solamente con solución salina citrato.  

Incubación con el anticuerpo 

Todos los pasos de la incubación se realizaron a temperatura ambiente. En primer lugar, 

se hicieron tres lavados de 5 min cada uno con tampón TBS [Tris-HCl 20 mM (pH 7,6), 

NaCl 500 mM] y se incubó durante 1 h con el “Blocking reagent” (Roche) 0,5% en TBS. 

A continuación, se hizo un lavado de 30 min con el tampón del anticuerpo (seroalbúmina 

bovina 1% y Triton X-100 0,3% en TBS) y se incubó durante 2 h con 0,5 μL/mL del 

anticuerpo anti-digoxigenina conjugado con fosfatasa alcalina “Anti-Digoxigenin-AP fab 

fragments” (Roche). Posteriormente, se hicieron cuatro lavados de 10 min con TBS y se 

incubó durante 20 min con un tampón compuesto por Tris-HCl 100 mM (pH 9,8) y NaCl 

100 mM. 

3.13.4. Revelado y microscopía 

La señal se visualizó incubando cada porta con 800 μL de solución de revelado [777 μL 

tampón Tris-HCl 0,1 M (pH 9,8) con NaCl 100 mM; 19 μL de MgCl2 2 M; 1 μL de NBT 

(100 mg/mL en N’N-dimetilformamida 70%); 3 μL de 5-bromo-4-cloro-3-indolil-fosfato 

(50 mg/mL en N’N-dimetilformamida 100%)] durante 2,5 h a temperatura ambiente. A 

continuación se paró la reacción en agua y las secciones se tiñeron con azul Alcian 

(Fluka) para la contracoloración. Para ello, previamente, se realizaron incubaciones de 

2 min cada una en etanol 40%, etanol 70%, etanol absoluto, etanol 70%, etanol 40% y 

agua destilada. A continuación, se pasaron los portas por el colorante y seguidamente se 

lavaron tres veces con agua destilada. Las secciones se dejaron secar protegiéndolas de la 

luz y una vez secas, se añadieron 150 μL de solución neutra de poliestireno y 

plastificantes en xileno (DPX; Fluka) y se montaron los cubreobjetos. Las secciones se 

observaron con un microscopio invertido Leica DMI6000 B provisto de una cámara Leica 

DFC 350 FX. 
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3.14. Estudio de promotores de los genes LjGLB 

3.14.1. Fusión promotor-gen informador 

Para localizar las actividades de los promotores LjGLB2, LjGLB3-1 y LjGLB3-2, se 

amplificaron 1430, 1761 ó 1955 pb de la secuencia de DNA aguas arriba del ATG de 

inicio, respectivamente, usando PCR y los correspondientes clones genómicos como 

moldes (Tabla 14). A los oligonucleótidos se les añadió secuencias de reconocimiento 

(indicadas en letra minúscula) para las enzimas de restricción PstI y NocI (en el 

oligonucleótido sentido-antisentido, respectivamente): LjGLB2 (5’-ctgcagTCGAAAA 

TCATATTATTGCGC-3’; 5’-ccatggTGTTCCTTTTTTGTTTTCCTT-3’); LjGLB3-1 (5’-ctgc 

AGGTTAAGTCAAGTGGTAAG-3’; 5’-ccatggCTTTGAAGTTTGTTTTGC-3’,); y LjGLB3-2 

(5’-ctgcagTCGTGATGCACAAACCTTC-3’; 5’-ccatggCTCAAACGACACAGCCTTTG-3’). 

Los productos amplificados se clonaron en el vector pGEM-T Easy (Promega) y el 

plásmido recombinante se introdujo, mediante choque térmico, en células competentes de 

E. coli DH5α. Se verificó por secuenciación que no se había introducido ningún cambio 

en dos clones positivos para cada construcción. Debido a que la secuencia de 1955 pb del 

clon LjGLB3-1 contiene un sitio de restricción interno PstI, se subclonó la secuencia de 

DNA de 1386 pb por encima del codón de inicio. El fragmento PstI y NcoI de cada 

promotor fue subclonado en los mismos sitios del vector binario pGFPGUS+ (Vickers y 

cols, 2007) para obtener la construcción pGUS-GLB. El plásmido resultante carecía de la 

secuencia 35S-GFP y contenía el promotor LjGLB en lugar del promotor 35S dirigiendo 

la expresión de GUS. A continuación, se transformaron células competentes de A. 

rhizogenes LBA1334 con la correspondiente construcción pGUS-GLB. Para ello se 

añadió 5 μL de la mezcla de ligación a 50 μL de células competentes de A. rhizogenes 

LBA1334 y se dejaron en hielo durante 15 min. Los tubos se sumergieron en nitrógeno 

líquido y se incubaron a 37ºC durante 5 min. Posteriormente, se añadió 1 mL de medio 

YEB (extracto de carne 5g/L; extracto de levadura 1g/L; peptona 5g/L; sacarosa 5 g/L; 

MgSO4 0,48 g/L), se incubó a 200 rpm durante 2-4 h a 28ºC y se centrifugó a temperatura 

ambiente (3000g x 3 min). Finalmente, se eliminó el sobrenadante, el precipitado se 

resuspendió en 200 μL de YEB y se sembró en placas con el medio de selección 

(apartado 3.2.2.).  
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3.14.2. Transformación de plantas 

Se transformaron raíces de L. japonicus cv. Gifu para obtener plantas compuestas (raíz 

transgénica y parte aérea silvestre) con la cepa de A. rhizogenes LBA1334 transformada 

con el vector pGUS-GLB2, pGUS-GLB3-1 ó pGUS-GLB3-2. Cinco días después de la 

germinación, las plantas fueron inoculadas 2-3 cm por debajo de los cotiledones con 

A. rhizogenes, para ello, se seccionaron los hipocotilos a la altura del lugar de inoculación 

y las raíces se eliminaron. Después, los hipocotilos se transfirieron a placas Petri que 

contenían medio Jensen (Tabla 14) suplementado con NH4NO3 1,5 mM y se incubaron, 

en posición vertical, en cámara de crecimiento a 20ºC con 16/8 h de luz/oscuridad. Para 

evitar que la raíz penetrase en el agar, se puso sobre la superficie papel de filtro 

previamente autoclavado, y para mantener la humedad dentro de las placas, éstas se 

sellaron con Parafilm (Ted Pella, Redding, EEUU). 

Tabla 14. Composición del medio Jensen (Díaz y cols, 2005). 

Nutriente g/L 

CaHPO4 1 

K2HPO4 0,2 

MgSO4·7H2O 0,2 

NaCl 0,2 

FeCl3·H2O 0,1 

Agar 0,9 

Solución de elementos traza* 12,5 mL 

*Solución de elementos traza: 35,4 mg/L CuSO4·H2O; 462 mg/L  MnSO4·H2O; 
97,4 mg/L  ZnSO4·7H2O; 1,27 g/L  H3BO3; 398 mg/L NaMoO4·2H2O. 

Tres días después de la transformación, las semillas se transfirieron a placas con el 

medio de emergencia (HRE) basado en el medio SH [2,5 g/L de KNO3; 0,4 g/L de 

MgSO4·7H2O; 0,3 g/L de NH4H2PO4; 0,2 g/L de CaCl2·H2O; 10 mg/L de MnSO4·4H2O; 5 

mg/L de H3BO3; 1 mg/L de ZnSO4·7H2O; 1 g/L de KI; 0,2 mg/L de CuSO4·5H2O; 0,1 

mg/L de NaMoO4·2H2O; 0,1 mg/L de CoCl2·6H2O; 15 mg/L de FeSO4·7H2O; 20 mg/L de 

NaEDTA; (Schenk y Hildebrandt, 1971)] al que se le añadió: 0,1 g/L de mioinositol; 

5 mg/L de ácido nicotínico; 10 mg/L de piridoxina-HCl (vitamina B6); 10 mg/L de 

tiamina HCl; 2 mg/L de glicina; 10 g/L de sacarosa; 3 mL de ácido 2-[N-morfolino]etano-
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sulfónico 1 M; 3 mL/L de una solución 100 mg/mL de cefotaxima (Duchefa Biochemie, 

Haarlem, Holanda); se ajustó el pH hasta 5,8 usando una solución de KOH 10 M; y, se 

añadió agar 0,9%. Las plantas se dejaron crecer durante 10 d (20ºC con 16/8 h de 

luz/oscuridad) para permitir la emergencia de la raíz transformada (Díaz y cols, 2005) y, a 

continuación, se transfirieron a maceta y se nodularon con M. loti R7A (apartados 3.2.1. y 

3.2.2.). 

3.14.3. Tinción β-glucuronidasa 

Treinta y dos días después de inocular las plantas con M. loti R7A, los nódulos de las 

raíces transgénicas se tiñeron con la solución β-glucuronidasa (GUS), que contenía: 

Na2HPO4.H2O 100 mM, EDTA 10 mM, ferricianuro potásico 1 mM y Tritón X-100 0,1% 

(Jefferson y cols, 1987). Se ajustó el pH a 7,0 con NaOH y se añadió 1 mg/L de 5-bromo-

4-cloro-3-indol-β-glucurónico (X-Gluc) en N’N-dimetilformamida. Tras 20 min de 

infiltración al vacío, las muestras se incubaron a 37º C en oscuridad durante 48 h. 

Después de varios lavados con agua desionizada, los nódulos se embebieron en agar 5% y 

se hicieron secciones de 80 μm usando un vibratomo (Leica VT1000 S). Las secciones se 

observaron con estereomicroscopio invertido (Leica módulos DM IL LED y M165 FC).  

Los nódulos de las raíces transformadas con A. rhizogenes LBA1334 que no llevaban 

el vector pGUS-GLB se usaron como controles negativos.  

3.14. Análisis estadístico 

En todos los casos se realizaron al menos cuatro réplicas de tres series distintas de plantas 

crecidas independientemente en idénticas condiciones. Los datos relativos a los 

parámetros fisiológicos y de crecimiento, contenido mineral, proteína, prolina, pigmentos 

fotosintéticos, actividades enzimáticas y contenido de metabolitos fueron analizados 

utilizando el programa SPSS v.14.0 (Chicago, EEUU). Para cada grupo de medidas se 

calculó la media y error estándar. Las medias de los tratamientos se compararon con el 

correspondiente control mediante el test t de Student para P <0,05. 
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4. RESULTADOS 

4.1. Antioxidantes de Lotus japonicus en condiciones de estrés salino 

4.1.1. Estado fisiológico de la planta y daño oxidativo 

Para el estudio del efecto de la salinidad sobre L. japonicus se utilizaron plantas en estado 

vegetativo, crecidas en maceta. Un grupo de plantas se mantuvo en condiciones óptimas 

de crecimiento y sirvió como control. Se aplicaron dos tipos de estrés salino: un 

tratamiento con NaCl 150 mM durante 7 d (S1) y un tratamiento progresivo con NaCl 50, 

100 y 150 mM durante un total de 18 d (S2).  

En la primera parte del trabajo se caracterizó el estado fisiológico de las plantas 

control y tratadas (S1 y S2). El crecimiento se determinó midiendo el PS de la parte aérea 

y la superficie foliar total (Fig. 8a). El PS aumentó en las plantas S1 y disminuyó 

ligeramente (c. 16%) en las plantas S2, pero el área foliar por planta descendió 

significativamente en ambos tratamientos de salinidad, siendo más acusado (37%) en 

plantas S2. Para estudiar la toxicidad iónica asociada al estrés salino se determinó el 

contenido de distintos elementos en las hojas. El contenido en Na+, K+ y Ca2+ no varió en 

las plantas S1, mientras que el Na+ se acumuló 2,6 veces, el Ca2+ aumentó un 27% y el K+ 

descendió el 28% en las plantas S2 (Fig. 8a). Además, no se detectaron cambios 

significativos en otros elementos (Mg, P, S, Fe, Cu y Mn), excepto un 34% de incremento 

en el contenido de Zn con ambos tratamientos. Debido al estrés osmótico asociado a la 

salinidad, durante el estrés salino la planta necesita reducir su Ψw para hacerlo inferior al 
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del suelo y favorecer la absorción de agua por la raíz. Los Ψw de las hojas (media ± SE) 

de las plantas S1 (-1,26 ± 0,04 MPa) y S2 (-1,38 ± 0,04 MPa) fueron ligeramente 

inferiores al de las plantas control (-0,81 ± 0,03 MPa), lo que indica que ambos 

tratamientos de salinidad (S1 y S2) causaron un ligero estrés hídrico. 
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Figura 8. Efecto del estrés salino sobre algunos parámetros fisiológicos y bioquímicos de L. japonicus. C, 
plantas no tratadas y cosechadas a los 33 d de edad; S1, plantas tratadas a los 26 d de edad con NaCl 150 mM 
durante 7 d; S2, plantas tratadas a los 15 d de edad con NaCl 50, 100 y 150 mM, aplicando cada 
concentración de NaCl durante 6 d. (a) Peso seco (PS) de la parte aérea de la planta, área foliar y contenido 
de iones en hojas. (b) Contenido en prolina y proteína total soluble en hojas y raíces. Los valores 
corresponden a las medias ± ES de 50-90 réplicas para el PS, 8-13 para el área foliar y el contenido de iones, 
ó 3-9 para prolina y proteína soluble de al menos tres series de plantas que crecieron independientemente. Los 
asteriscos indican las diferencias significativas con los valores obtenidos para las plantas control según un test 
t de Student (P < 0,05). PF, peso fresco. 
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Se determinaron varios marcadores de estrés como indicadores del estado fisiológico 

de la planta: prolina, proteína soluble, pigmentos fotosintéticos y productos metabólicos 

derivados del daño oxidativo. La prolina es un metabolito osmoprotector usado como 

marcador de estrés hídrico (Bates y cols, 1973) y salino (Díaz y cols, 2005). El contenido 

de prolina se incrementó 6 y 14 veces en hojas y 4 y 6 veces en raíces de las plantas S1 y 

S2, respectivamente (Fig. 8b). Por el contrario, el contenido de proteína soluble no varió 

en hojas durante ninguno de los tratamientos y aumentó un 59% en raíces de plantas S2 

(Fig. 8b). La concentración de clorofila a, b y carotenoides se mantuvo constante en 

plantas S1 y S2. Por último, se estimaron la oxidación de proteínas (grupos carbonilos 

totales) y la peroxidación de lípidos (malondialdehído) como marcadores de estrés 

oxidativo en hojas y raíces. No se detectó aumento en los niveles de proteínas oxidadas 

en hojas o raíces de las plantas S1 ó S2. El contenido de malondialdehído no varió en las 

plantas S1, pero se incrementó 2 y 1,7 veces en raíces y hojas, respectivamente, en las 

plantas S2 (Fig. 9). 
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Figura 9. Efecto del estrés salino sobre el contenido de malondialdehído de hojas y raíces de L. japonicus. 
Los tratamientos son los mismos que los indicados en la Figura 8. Los valores son medias ± ES de 5-10 
réplicas de al menos cuatro series de plantas crecidas de manera independiente. Los asteriscos indican las 
diferencias significativas respecto a las plantas control según el test t de Student (P < 0,05). 

4.1.2. Expresión de enzimas antioxidantes 

El primer grupo de enzimas antioxidantes estudiado fue el de las SODs, metaloenzimas 

que catalizan la dismutación del O2·- a O2 y H2O2. Hay tres tipos de SODs en plantas 

según el cofactor metálico del sitio activo y su localización subcelular. En hojas y raíces 

de L. japonicus se han encontrado CuZnSOD citosólica (CuZnSODc), CuZnSOD 

plastidial (CuZnSODp), FeSOD citosólica (FeSODc), FeSOD plastidial (FeSODp) y 

MnSOD mitocondrial. Los niveles de transcritos permanecieron constantes para todas las 
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isoformas de SODs en las raíces de las plantas S1 y S2. Por el contrario, hubo un 

incremento del mRNA para todos los genes SOD en hojas de las plantas S1, con la 

excepción de FeSODc, cuya expresión no varió en las plantas S1 pero disminuyó en 

plantas S2 (Fig. 10a). 

La abundancia relativa de las proteínas SOD durante ambos tipos de estrés salino se 

estimó mediante análisis western blot usando anticuerpos policlonales producidos en 

conejo con las proteínas purificadas CuZnSODp, MnSOD y FeSODc. Aunque el 

anticuerpo contra la FeSODc reconoce la isoforma plastidial (Rubio y cols, 2007), no se 

pudo diferenciar entre ambas isoformas por análisis western blot, por lo que se 

cuantificaron juntas. En hojas, los niveles de proteína CuZnSODp aumentaron en las 

plantas S2, mientras que la proteína FeSOD (FeSODc + FeSODp) disminuyó en ambos 

tratamientos de salinidad (Fig. 10b). En raíces, se produjo también un incremento de los 

niveles de la proteína MnSOD en las plantas S1 y S2 (Fig. 10b), mientras que no se 

apreciaron cambios significativos en los de CuZnSODp o FeSOD.  

Las actividades SOD total (media ± ES; 6-13 réplicas) en hojas y raíces de las plantas 

control fueron 11,02 ± 0,34 y 26,36 ± 1,08 U/mg proteína, respectivamente, y 

permanecieron constantes en ambos tratamientos de salinidad. La composición en 

isoformas SOD en hojas y raíces se determinó en geles nativos. En raíces, la actividad 

SOD (entre paréntesis se muestra el porcentaje respecto a la actividad SOD total) 

correspondía mayoritariamente a la MnSOD (48%) y la CuZnSODc (43%), mientras que 

la CuZnSDOp (6%) y la FeSOD (3%) eran mucho menos abundantes. Por el contrario, en 

hojas se observó una gran actividad MnSODp (62%) y actividades mucho menores de las 

CuZnSODp (25%), CuZnSODc (10%) y FeSOD (2%) (Fig. 10c). Al igual que ocurrió 

con el contenido en proteína, las actividades FeSODc y FeSODp no pudieron 

diferenciarse mediante geles nativos. La actividad CuZnSODc permaneció constante en 

las hojas de las plantas S1 pero aumentó un 80% en las plantas S2 (Fig. 10c). Sin 

embargo, la actividad específica para las otras isoformas de SOD no varió en hojas o 

raíces de las plantas S1 o S2. 
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Figura 10. Efecto del estrés salino sobre la expresión de las isoformas SOD. Los tratamientos son los mismos 
que los indicados en la Figura 8. (a) Abundancia relativa de mRNA en hojas de L. japonicus, cuantificado 
mediante qRT-PCR. Los valores de mRNA se normalizaron frente al gen ubiquitina y se relativizaron frente 
al de plantas control, a las que se les asignó arbitrariamente el valor de 1. Los datos son medias ± ES de 5-6 
réplicas biológicas de al menos dos series de plantas crecidas de manera independiente. Los asteriscos indican 
la inducción (> 2,0 veces) o represión (< 0,5 veces) de los genes respecto a los valores control. (b) Análisis 
western blot de las SOD en hojas y raíces de plantas de L. japonicus expuestas a estrés salino. (c) Actividad 
específica de las isoformas SOD. Los datos son medias ± ES de 5-13 réplicas de al menos cinco series de 
plantas crecidas de manera independiente. Los asteriscos indican las diferencias significativas respecto a las 
plantas control según el test t de Student (P < 0,05). 

La expresión de las enzimas clave para la eliminación del H2O2 se estudió también en 

condiciones de estrés salino. La catalasa es una enzima peroxisomal que descompone el 

H2O2 a H2O y O2, mientras que las enzimas del ciclo ascorbato-glutatión, localizadas en el 
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citosol, cloroplastos, mitocondrias y peroxisomas, reducen el H2O2 a H2O utilizando 

ascorbato y GSH. Los niveles de expresión de estas enzimas se determinaron mediante 

qRT-PCR, lo que permitió diferenciar cuatro genes APX, dos MR, dos DR y dos GR 

(Fig. 11). En las hojas de las plantas S1, se indujo levemente la expresión de los genes 

que codifican la APX tilacoidal (APXt) y DRc y se reprimió el gen de la APX estromal 

(APXs). Por el contrario, en las hojas de las plantas S2, sólo los niveles de transcrito de 

DRc aumentaron. Sin embargo, en raíces, la expresión del gen de la catalasa se indujo en 

las plantas S1 y se reprimió en las plantas S2, mientras que la expresión de la GR 

citosólica (GRc) disminuyó en las plantas S1 y la expresión de la DRc se indujo en ambos 

tratamientos de salinidad (Fig. 11). 
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Figura 11. Efecto del estrés salino sobre los niveles de mRNA de catalasa (CAT) y enzimas del ciclo 
ascorbato-glutatión en hojas y raíces de de L. japonicus. Los tratamientos son los mismos que los indicados 
en la Figura 8. Los valores de mRNA se normalizaron frente al gen ubiquitina y se relativizaron frente al de 
plantas control, a las que se les asignó arbitrariamente el valor de 1. Los datos son medias ± ES de 5-6 
réplicas biológicas de al menos dos series de plantas crecidas de manera independiente. Los asteriscos indican 
la inducción (> 2,0 veces) o represión (< 0,5 veces) de los genes respecto a los valores control. Subíndices: c, 
citosólica; p, plastidial; px, peroxisomal; s, estromal; t, tilacoidal.  

Los niveles relativos de proteína catalasa y de algunas de las enzimas del ciclo 

ascorbato-glutatión se determinaron en hojas y raíces. En ambos órganos, los anticuerpos 
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para catalasa y APX reconocían una sola banda de proteínas con una masa molecular 

aparente de c. 50 y 30 kDa, respectivamente, coincidiendo con la teórica según la 

secuencia de aminoácidos. Los niveles de proteínas catalasa y APX permanecieron 

constantes durante ambos tratamientos. Asimismo, según lo esperado a partir de las 

secuencias de aminoácidos de la DR de A. thaliana y L. japonicus, los anticuerpos frente 

a la DRc y DRp de A. thaliana reconocieron dos bandas de 28 y 30 kDa, respectivamente. 

Cada uno de estos anticuerpos presenta reactividad cruzada con la otra isoforma, aunque 

con una afinidad mucho menor. No se detectó DRp en los extractos de raíces y la DRc 

fue menos abundante en extractos de hojas que en raíces. En ambos tratamientos de 

salinidad, los niveles de proteína DRc aumentaron en hojas y raíces, mientras que la DRp 

permaneció constante en hojas (Fig. 12). 
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Figura 12. Análisis western blot de la DR en hojas y raíces de plantas de L. japonicus expuestas a estrés 
salino. Los tratamientos son los mismos que los indicados en la Figura 8. Los datos son medias ± ES de 5-13 
réplicas de al menos cinco series de plantas crecidas de manera independiente. Los asteriscos indican las 
diferencias significativas respecto a las plantas control según el test t de Student (P < 0,05). 

Los tratamientos de salinidad no tuvieron efectos significativos en las actividades de 

las enzimas implicadas en la eliminación del H2O2, a excepción de la DR. La actividad 

DR total (DRc + DRp) aumentó 1,4 y 2,2 veces en las hojas y raíces de las plantas S2, 

respectivamente (Fig. 13).  
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Figura 13. Efecto del estrés salino sobre la actividad DR en hojas y raíces de L. japonicus. Los tratamientos 
son los mismos que los indicados en la Figura 8. Los datos son medias ± ES de 3-8 réplicas de al menos tres 
series de plantas crecidas de manera independiente. Los asteriscos indican las diferencias significativas 
respecto a las plantas control según el test t de Student (P < 0,05). 

4.1.3. Ascorbato y glutatión 

Las concentraciones de ascorbato total (ascorbato reducido + DHA) y glutatión total 

(GSH + GSSG) se determinaron en plantas expuestas a estrés salino. El contenido de 

ascorbato total en hojas y raíces fue de 3 y 0,5 μmol/g PF, respectivamente, y no varió en 

respuesta a los tratamientos de salinidad. Asimismo, el estado redox del ascorbato 

(proporción de ascorbato reducido en relación al ascorbato total) se mantuvo en un rango 

de 91-94% en hojas y 78-79% en raíces. La concentración de glutatión total y su estado 

redox (proporción de GSH en relación al glutatión total) también permanecieron 

constantes en ambos tratamientos de salinidad. Así, el contenido de glutatión total en 

hojas y raíces fue de c. 1,0 y 0,3 μmol/g PF, respectivamente, y el correspondiente estado 

redox fue 97-98% y 94-95%. 

4.2. Tiol sintetasas de Lotus japonicus  

4.2.1. Regulación de las tiol sintetasas en respuesta a óxido nítrico y hormonas  

La respuesta de los genes de las tiol sintetasas al NO fue determinada en L. japonicus 

utilizando SNAP como donador de NO. La aplicación exógena de SNAP causó la 

activación de γECS y GSHS, pero no la de hGSHS. Esta inducción fue observada a las 

3 y 24 h de la adición de SNAP al medio hidropónico (Fig. 14). 
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Figura 14. Efecto del NO sobre la expresión de los genes tiol sintetasa de L. japonicus. Los valores de 
mRNA se normalizaron frente a ubiquitina y se relativizaron frente al de plantas control (no tratadas), a las 
que se les asignó arbitrariamente el valor de 1. Los datos son medias ± ES de 3-4 réplicas biológicas de al 
menos dos series de plantas crecidas de manera independiente. Los asteriscos indican la inducción (>2,0 
veces) de los genes respecto a los valores control. 

Asimismo, la respuesta de estos genes a varias hormonas fue analizada tras 1-48 h 

después de añadirlas al medio hidropónico a una concentración final de 50 µM. En este 

caso, los niveles de expresión de los tres genes implicados en la síntesis de tioles fueron 

cuantificados en hojas y raíces de plantas de 45 d. En hojas, ninguno de los tratamientos 

con hormonas tuvo un efecto significativo sobre la expresión de las tiol sintetasas, 

probablemente debido a un transporte limitado de las hormonas a la parte aérea durante el 

tiempo de tratamiento, como tampoco tuvieron efecto el GA y ACC sobre la expresión de 

los genes en raíces (datos no mostrados). Sin embargo, las restantes hormonas estudiadas 

afectaron notablemente la expresión de los tres genes (Fig. 15). En raíces, el tratamiento 

con IAA disminuyó ligeramente el nivel de mRNA de γECS a las 3 h, mientras que 

provocó un incremento de 10 veces del mRNA de GSHS a las 24 h y de 2 veces del 

mRNA de hGSHS a las 48 h. Las CKs no tuvieron efecto en la expresión de γECS o 

hGSHS, pero causaron un aumento del mRNA de GSHS de 4 a 8 veces a las 2 y 24 h, 

respectivamente. La aplicación exógena de PAs indujo levemente la expresión de γECS, 

no tuvo efecto sobre la expresión de hGSHS y activó la transcripción de GSHS en raíces a 

las 24 y 48 h (Fig. 15). 
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Figura 15. Efecto de varias hormonas sobre la expresión de los genes tiol sintetasa de L. japonicus. Los 
valores de mRNA se normalizaron frente al gen ubiquitina y se relativizaron frente al de plantas control, a las 
que se les asignó arbitrariamente el valor de 1. Los datos son medias ± ES de 3-4 réplicas biológicas de al 
menos dos series de plantas crecidas de manera independiente. Los asteriscos indican la inducción (>2,0 
veces) o represión (<0,5 veces) de los genes respecto a los valores control.  

4.2.2. Efecto de las hormonas sobre el contenido y síntesis de tioles en raíces  

La regulación de la expresión de las tiol sintetasas de L. japonicus se estudió también a 

nivel de actividad enzimática y contenido de metabolitos en muestras de raíces tras 48 h 

de tratamiento. En nuestro estudio nos fue imposible detectar actividad GSHS o GSH en 

raíces, lo cual coincide con nuestras observaciones de que el mRNA de hGSHS es c. 100 

veces más abundante que el de GSHS y de que la raíz de L. japonicus produce casi 

exclusivamente hGSH. Por tanto, nuestro estudio de expresión de tiol sintetasas a nivel de 

actividad o metabolito se ha restringido a la actividad hGSHS y al contenido de hGSH.  

La actividad hGSHS de las raíces no varió tras los tratamientos con CKs y PAs, 

mientras que se duplicó en respuesta a IAA (Fig. 16a). El contenido de hGSH en raíces 

aumentó con las CKs. En cambio, en raíces de plantas tratadas con PAs, el contenido de 

hGSH fue tres veces menor que en las raíces control (Fig. 16b). 
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Figura 16. Efecto de varias hormonas sobre (a) la actividad hGSHS y (b) el contenido de hGSH en raíces de 
L. japonicus. Las plantas se trataron a los 45 d con 50 μM de hormonas durante 48 h. Los datos son medias 
± ES de cuatro réplicas de al menos dos series de plantas crecidas de manera independiente. Los asteriscos 
indican las diferencias significativas respecto a las plantas control según el test t de Student (P<0,05). C, 
control. 

4.3. Hemoglobinas no simbióticas y truncadas de Lotus japonicus 

4.3.1. Estructura de los genes LjGLB 

El análisis de las genotecas y de las secuencias EST de L. japonicus nos permitió 

identificar los genes que codifican Hbs no simbióticas y truncadas. Estos cinco genes 

responden a la estructura génica convencional de las globinas y constan de cuatro exones 

interrumpidos por tres intrones (Tabla 15). Los genes LjGLB1-1 y LjGLB1-2 codifican 

proteínas de 161 aminoácidos, y los genes LjGLB2, LjGLB3-1 y LjGLB3-2 codifican 

proteínas de 152, 169 y 168 aminoácidos, respectivamente. 
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Tabla 15. Composición exon-intrón de los genes hemoglobinas de L. japonicus (LjGLB) y A. thaliana 
(AtGLB). E, exón; I, intrón; ORF, marco de lectura abireto. E, I, ORF se expresan en pares de bases; La 
longitud y el peso molecular (PM) de la proteína (prot) se indican en número de aminoácidos y kDa, 
respectivamente. 

Gen Clon genómico E1 I1 E2 I2 E3 I3 E4 ORF Prot PM 

LjGLB1-1 chr3.CM0091 113 127 115 203 117 196 141 486 161 18,0 

LjGLB1-2 chr3.CM0091 116 91 115 910 117 593 138 486 161 18,1 

LjGLB2 LjSGA_005472 98 98 115 1391 117 139 129 459 152 17,1 

LjGLB3-1 LjT12F08 137 128 131 249 145 76 97 510 169 19,6 

LjGLB3-2 LjT35N10 137 103 131 1641 145 89 94 507 168 19,5 

     
AtGLB1 At2g16060 113 82 115 79 117 97 138 483 160 18,0 

AtGLB2 At3g10520 104 82 115 593 117 98 141 477 158 17,9 

AtGLB3 At4g32690 137 353 131 358 145 138 115 528 175 20,2 

Mediante análisis BLAST se compararon las secuencias de Hbs de L. japonicus con 

las Lbs de esta especie y con las Hbs no simbióticas y truncadas de otras plantas 

superiores. Se elaboró un árbol filogenético utilizando el software ClustalX2 por el 

método neighbor joining. El número de Hbs no simbióticas varía entre especies. Por 

ejemplo, en M. truncatula y arroz se han encontrado cuatro y cinco genes, 

respectivamente, mientras que en A. thaliana se han descrito tres. Antes de nuestro 

estudio, el gen LjGLB2 no se había identificado y por ello, en trabajos previos, el grupo 

de Uchiumi (Shimoda y cols, 2005) había denominado LjGLB1 y LjGLB2 a los genes que 

nosotros hemos designado aquí como LjGLB1-1 y LjGLB1-2 con el fin de evitar 

confusiones, ya que ambos genes codifican Hbs de clase 1. 
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Figura 17. Análisis filogenético de las Hbs no simbióticas y truncadas de plantas vasculares, Hb simbiótica de Casuarina 
glauca (Cg; CAA37898, CAA54774) y Lbs de L. japonicus (Lj; TC74540, TC67341, TC68542, TC24940, TC36730, 
TC38673, TC39169, GO024600). Alnus firma (Af; BAE75956), Arabidopsis thaliana (At; At2g16060, At3g10520, 
At4g32690), Brassica napus (Bn; AAK07741), Cichorium intybus (Ci; CAB91629, CAA07547), Citrus unshiu (Cu; 
AAK07675), Dastica glomerata (Dg; CAD33536), Glycine max (Gm; ACU20737, ACU23998, BW657999, ACU16521, 
ACU15953), Gossypum hirsutum (Gh; CD485973, DW225765, DW498764), Hordeum vulgare (Hv; Q42831, AV938248), 
Malus domestica (Md; AAP57676), Medicago truncatula (Mt; BF647820, GT139723, BG581990, DW018457), Myrica 
gale (Mg; ABN49927), Oryza sativa (Os; Os06g0591600, Os03g0233900, Os03g0234000, Os03g0234100, 
Os03g0226200, Os05g0517600), Parasponia andersoni (Pa; AAB86653), Phaseolus vulgaris (Pv; CV538047, 
CV537343), Populus tremula (Pt; DT507484, BU813137), Pyrus communis (Pc; AAP57677), Raphanus sativus (Rs; 
AAP37043), Rheum australe (Ra; ACH63214), Solanum lycopersicum (Sl; AAK07676, AAX86687, AAK07677), 
Sorghum bicolor (Sb; CX611671), Trema orientalis (To; CAB16751), Triticum aestivum (Ta; AAN85432, CJ808530), 
Vitis vitifera (Vv; EV230272, EV233360), Zea mays (Zm; EE295293, CF625311, EE332098). La barra representa 0,1 
sustituciones por sitio. El árbol se realizó por el método neighbor joining (Larkin y cols, 2007) del programa ClustalX2. 
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El árbol filogenético permite distinguir tres grandes grupos de Hbs (Fig. 17). Dos de 

ellos corresponden esencialmente a las Hbs truncadas y a las Hbs no simbióticas de 

clase 1. Un tercer grupo incluye a las Hbs no simbióticas de clase 2 y, en una rama 

separada del árbol se incluyen las Hbs no simbióticas de clase 2 de leguminosas y las Lbs 

de L. japonicus. Se puede observar que la GLB2 de L. japonicus está próxima a las Lbs, 

lo que hace pensar que éstas evolucionaron a partir de las Hbs no simbióticas de clase 2 

(Fig. 17). 

4.3.2. Expresión de los genes LjGLB en la planta 

La expresión relativa de las Hbs no simbióticas y truncadas de L. japonicus se determinó 

en plantas crecidas en cultivo hidropónico. Las hojas, tallos, raíces y nódulos procedían 

de plantas de 45 d, mientras que las flores y frutos procedían de plantas de 60 d. Los 

frutos (vaina y semillas) se cosecharon cuando la vaina alcanzó una longitud de 3,5 cm. 

Los datos se normalizaron frente a la ubiquitina y se expresaron de forma relativa a los 

niveles de mRNA de las muestras de raíces, a las que se les asignó el valor de 1, usando 

el método de 2-ΔΔCt (Livak y Schmittgen, 2001). 
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Figura 18. Abundancia relativa de mRNA de las Hbs no simbióticas y truncadas en distintos órganos de 
L. japonicus. Raíces (R), hojas (H), nódulos (N), tallos (T), flores (Fl) y frutos (Fr). Los valores de mRNA se 
normalizaron frente al gen ubiquitina y se relativizaron frente a los de raíces, a las que se le asignó 
arbitrariamente el valor de 1. Los datos son medias ±  ES de 4-6 réplicas biológicas de al menos tres series de 
plantas crecidas de manera independiente. Los asteriscos indican la inducción (> 2,0 veces) o represión (< 0,5 
veces) de los genes respecto a los valores control.  
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El análisis qRT-PCR indica que los genes LjGLB1-1, LjGLB2 y LjGLB3-1 se 

expresan en raíces y de manera más abundante en nódulos, mientras que los mRNAs de 

LjGLB1-2 y LjGLB3-2 se detectaron en todos los órganos estudiados, siendo el mRNA de 

LjGLB1-2 más abundante en hojas y nódulos (Fig. 18).  

4.3.3. Localización de los transcritos y actividades de los promotores LjGLB en 

nódulos 

La localización en los nódulos de los mRNAs que codifican las Hbs no simbióticas y 

truncadas se determinó por hibridación in situ, utilizando sondas de RNA marcadas con 

digoxigenina unida a UTP. La elevada homología entre las secuencias de los dos genes 

LjGLB1 permitió diseñar sondas específicas de sólo 87 y 81 pb, respectivamente. Para la 

LjGLB2 y LjGLB3, las sondas tenían un tamaño de 301 pb. La sonda LjGLB3-2 se diseñó 

a partir de la única EST (LjGO024600) del gen LjGLB3-2. El análisis qRT-PCR indicó 

que la expresión relativa en nódulos de LjGLB3-1 es 20 veces superior a LjGLB3-2 

(Fig. 19).  

0

1

2

C
on

te
ni

do
 d

e 
m

R
N

A
(d

at
os

 n
or

m
al

iz
ad

os
, G

LB
3-

1 
= 

1)

*

LjGLB3-1 LjGLB3-2
0

1

2

C
on

te
ni

do
 d

e 
m

R
N

A
(d

at
os

 n
or

m
al

iz
ad

os
, G

LB
3-

1 
= 

1)

*

LjGLB3-1 LjGLB3-2
 

 
Figura 19. Proporción relativa de los niveles de mRNA del gen GLB3-2 en relación a GLB3-1 en nódulos de 
L. japonicus. Los valores de mRNA se normalizaron frente al gen ubiquitina y se relativizaron frente al 
obtenido para el gen GLB3-1, al que se le asignó arbitrariamente el valor de 1. Los datos son medias ± ES de 
4-5 réplicas biológicas de al menos tres series de plantas crecidas de manera independiente. Los asteriscos 
indican la inducción (> 2,0 veces) o represión (< 0,5 veces) de los genes respecto a los valores control.  

Los mRNAs de LjGLB1-1 y LjGLB1-2 se localizaron en el córtex, la zona de 

fijación-infección y los haces vasculares, mientras que los de LjGLB2 y LjGLB3-2 se 

detectaron principalmente en el córtex y, en el caso de LjGLB3-2, también en los haces 

vaculares (Fig. 20).  
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Figura 20. Localización in situ de los mRNAs de los genes LjGLB en nódulos. En la primera columna (a, d, 
g, j) se muestran los resultados de la hibridación con la sonda antisentido; las imágenes de la segunda 
columna (b, e, h, k) son una ampliación de las de la primera columna; las imágenes de la tercera columna (c, 
f, i, l) corresponden a las hibridaciones con la sonda sentido (control). Barras: 75 μm (b, e, h, k); 300 μm 
(resto de las imágenes). 

Para completar los resultados de hibridación in situ para los genes menos conocidos 

(LjGLB2, LjGLB3-1, y LjGLB3-2), se hicieron las construcciones de los correspondientes 

promotores con el gen informativo GUS y se analizó la expresión del mismo en raíces y 

nódulos (Figs. 21 y 22). El promotor LjGLB2 es principalmente activo en los ápices y 

haces vasculares de la raíz (Fig. 21a) y en el córtex, zona de infección y haces vasculares 
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de nódulos jóvenes. A medida que el nódulo va madurando, la tinción GUS se pierde 

progresivamente en el córtex y en la zona de infección (Fig. 21b-c) y puede verse sólo en 

el tejido vascular de los nódulos maduros (Fig. 21d). Una localización similar se observó 

para los promotores de LjGLB3-1 y LjGLB3-2, respectivamente. La tinción GUS para los 

promotores de estos dos genes, se observó en el ápice de la raíz (Fig. 22a-e), y en el 

tejido vascular de la raíz y los nódulos (Fig. 22e-h), y en el córtex del nódulo (Fig.22f-h). 

En nódulos maduros, la tinción sólo fue visible en los haces vasculares y en la 

endodermis (Fig. 22h). 

 
Figura 21. Actividad del promotor LjGLB2 en raíces y nódulos. Las imágenes inferiores corresponden a 
secciones longitudinales o transversales de los nódulos de las imágenes superiores. La tinción GUS se 
observó, principalmente, en: (a) el ápice y los haces vasculares de raíces; (b-c) córtex, tejido vascular y zona 
de infección de los nódulos jóvenes; y (d) los haces vasculares de los nódulos maduros. Barra: 500 μm 
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Figura 22. Actividad de los promotores LjGLB3-1 y LjGLB3-2 en raíces y nódulos. Las imágenes inferiores 
corresponden a secciones longitudinales o transversales de los nódulos de las imágenes superiores. La tinción 
GUS se observó, principalmente, en: (a-e) el ápice y los haces vasculares de raíces; (b-c) el córtex, tejido 
vascular y zona de infección; (f-g) el córtex, haces vasculares y la base de nódulos jóvenes; y (d-h) los haces 
vasculares y endodermis de los nódulos maduros. Barra: 500 μm. 

4.3.4. Expresión de los genes LjGLB en respuesta a óxido nítrico y estrés abiótico  

El efecto del NO sobre la expresión de los genes LjGLB se analizó utilizando dos 

donadores de NO: SNP y SNAP. Las plantas de 45 d no noduladas, crecidas en cultivo 

hidropónico, se trataron con SNP 250 μM durante 1 y 3 h. Este compuesto es fotosensible 

y en presencia de luz se descompone y libera NO y ferricianuro, que tiene efectos tóxicos 

sobre las células; por tanto, las plantas control se trataron con 0,5 mM de ferricianuro. 

Los resultados mostraron que, para tiempos superiores a 6 h, el efecto del ferricianuro 

sobre los genes es mayor que el producido por el tratamiento con SNP. Sin embargo, a 

3 h no se detectó ningún efecto tóxico del ferricianuro y se observó la inducción de 

LjGLB1-1 (Fig. 23). Los niveles de mRNA del resto de los genes estudiados se 

mantuvieron constantes. Este mismo resultado se obtuvo en plantas de 15 d que crecieron 

en placa Petri y que fueron tratadas durante 3, 6 y 24 h con SNAP (Fig. 23).  
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Figura 23. Efecto del NO sobre la expresión de LjGLB1-1 en raíces. Las plantas fueron tratadas con SNP 
0,25 mM ó SNAP 0,5 mM durante 1, 3 6 ó 24 h. Debido a que el SNP se descompone liberando NO y 
ferricianuro, se analizó simultáneamente la expresión de los genes en respuesta a 0,25 mM de este compuesto. 
Los valores de mRNA se normalizaron frente a ubiquitina y se relativizaron frente a los de las plantas control, 
a los que se les asignó arbitrariamente el valor de 1. Los datos son medias ± ES de 3-4 réplicas biológicas de 
al menos dos series de plantas crecidas de manera independiente. Los asteriscos indican la inducción (>2,0 
veces) o represión (<0,5 veces) de los genes.  

Las Hbs no simbióticas de plantas responden a distintos estreses (Dordas, 2009). Se 

ha descrito que los genes LjGLB1-1 y LjGLB1-2 se inducen en condiciones de anoxia y 

en respuesta al tratamiento con sacarosa, respectivamente (Sasakura y cols, 2006). 

Además, la expresión de GLB2 de A. thaliana responde a bajas temperaturas (Trevaskis y 

cols, 1997). Para confirmar los resultados de los genes LjGLB1 y completar los de los 

restantes genes LjGLB, hemos analizado la expresión de los cinco genes a hipoxia, 

sacarosa y frío en raíces de plántulas crecidas en placas de agar. Los tratamientos de 24 h 

se aplicaron en plántulas de 15 d crecidas en placas Petri en ausencia de luz. En el caso de 

estrés por bajas temperaturas, las plántulas se mantuvieron en oscuridad y se incubaron a 

4ºC. En el caso del estrés por hipoxia y el tratamiento con sacarosa, las plántulas se 

mantuvieron en oscuridad para evitar la producción de O2 y de sacarosa, respectivamente, 

como resultado de la fotosíntesis.  

El contenido de mRNA de LjGLB1-1 aumentó en respuesta a hipoxia, sacarosa y 

bajas temperaturas, mientras que el resto de los genes no respondieron a ninguno de los 

tratamientos. Las excepciones fueron LjGLB1-2, cuya expresión aumentó ligeramente en 

respuesta a sacarosa, y LjGLB3-1, que mostró una expresión tres veces inferior a las 

plantas control en respuesta al tratamiento de frío (Fig. 24).  
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Figura 24. Efecto de distintos estreses abióticos en la expresión de las Hbs no simbióticas y truncadas de L. 
japonicus. Los valores de mRNA se normalizaron frente a ubiquitina y se relativizaron frente a los de las 
plantas control, a los que se les asignó arbitrariamente un valor de 1. Los datos son medias ± ES de 3-4 
réplicas biológicas de al menos dos series de plantas crecidas de manera independiente. Los asteriscos indican 
inducción (>2,0 veces) o represión (<0,5 veces) de los genes.  

4.3.5. Expresión de los genes LjGLB en respuesta a hormonas  

La respuesta de los genes de las Hbs a hormonas fue investigada en plantas de 

L. japonicus crecidas en cultivo hidropónico. Para ello, se administró la misma 

concentración (50 μM) de cada hormona en el medio líquido durante 48 h y se 

cuantificaron los mRNAs en raíces y nódulos. 

En raíces, los resultados más interesantes fueron los siguientes: la expresión de 

LjGLB1-1 aumentó c. 20 veces en respuesta a ACC, CKs y PAs, y c. 6 veces con los 

tratamientos de IAA y JA; el nivel de mRNA de LjGLB1-2 se incrementó ligeramente en 

respuesta a ABA y disminuyó con el tratamiento de ACC y CKs. La expresión de 

LjGLB2 se indujo 8-12 veces con GA, ABA y PAs, mientras que descendió con ACC y 

CKs. En el caso de LjGLB3-1, se indujo la transcripción en respuesta a ACC y PAs (4 y 

7,5 veces, respectivamente), mientras que disminuyó la expresión con GA. El nivel de 

expresión de LjGLB3-2 no varió en respuesta a hormonas excepto con el tratamiento de 

CKs, que provocó una disminución significativa (Fig. 25).  
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Figura 25. Efecto de las hormonas sobre la expresión de los genes LjGLB en raíces. Los valores de mRNA se 
normalizaron frente a ubiquitina y se relativizaron frente a los de plantas control, a los que se les asignó 
arbitrariamente un valor de 1. Los datos son medias ± ES de 4-6 réplicas biológicas de al menos tres series de 
plantas crecidas de manera independiente. Los asteriscos indican inducción (> 2,0 veces) o represión (< 0,5 
veces) de los genes. 

En los nódulos, los niveles de mRNA de LjGLB1-2 y LjGLB3-2 no resultaron 

afectados en ninguno de los tratamientos con hormonas, mientras que la expresión de 

LjGLB1-1 aumentó 6 veces con ABA, 4,8 veces con ACC y sólo 2,3 veces con PAs. Por 

el contrario, las CKs inactivaron LjGLB2 y LjGLB3-1. También se observó una 

disminución de la expresión de LjGLB2 en el tratamiento con PAs (Fig. 26). 
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Figura 26. Efecto de diferentes hormonas sobre la expresión de los genes LjGLB en nódulos. Los valores de 
mRNA se normalizaron frente a ubiquitina y se relativizaron frente a los de plantas control, a las que se les 
asignó arbitrariamente un valor de 1. Los datos son medias ± ES de 4-6 réplicas biológicas de al menos tres 
series de plantas crecidas de manera independiente. Los asteriscos indican inducción (>2,0 veces) o represión 
(< 0,5 veces) de los genes. 

4.3.6. Expresión de los genes LjGLB en respuesta a microsimbiontes 

Las Hbs no simbióticas no son exclusivas de los nódulos, si bien parecen estar también 

involucradas en distintos procesos de la interacción con el microsimbionte (Shimoda y 

cols, 2005; Vieweg y cols, 2005; Nagata y cols, 2008). Para estudiar el efecto de esta 

interacción sobre la expresión de los genes LjGLB se cuantificaron por qRT-PCR los 

niveles de mRNA 6 y 24 h después de la inoculación. Para verificar que M. loti estaba 

interaccionando con la raíz de la planta de manera específica, también incluimos en el 

experimento un rizobio no compatible (R. leguminosarum) y utilizamos LjNin como gen 

control. Este gen codifica un regulador transcripcional que actúa en los estadíos iniciales 

de la nodulación (Borisov y cols, 2003).  

Las plántulas de 15 d que habían crecido en placas Petri se inocularon con M. loti y 

R. leguminosarum (Fig. 27). Se observó que la transcripción de LjNIN se induce a las 6 h 

(3 veces) después de la inoculación con M. loti, siendo la inducción mucho más intensa a 

las 24 h (5 veces). La expresión de los genes LjGLB1-2, LjGLB3-1 y LjGLB3-2 no varió 
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en las condiciones estudiadas; por el contrario, LjGLB1-1 disminuye su expresión 24 h 

después de la inoculación con ambos microsimbiontes, mientras que la expresión de 

LjGLB2 aumenta a las 24 h en respuesta a la inoculación con M. loti.  
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Figura 27. Efecto de la interacción de plántulas de L. japonicus con M. loti y R. leguminosarum sobre la 
expresión de las Hbs no simbióticas y truncadas. Como gen control de la interacción se usó LjNIN. Los 
valores de mRNA se normalizaron frente a ubiquitina y se relativizaron frente al de plantas control, a las que 
se les asignó arbitrariamente un valor de 1. Los datos son medias ± ES de 5-6 réplicas biológicas de al menos 
dos series de plantas crecidas de manera independiente. Los asteriscos indican inducción (> 2,0 veces) o 
represión (< 0,5 veces) de los genes respecto a los valores control.  

 

 

 

 

 





 

 

 

 

 

 

 

 

5. Discusión





Discusión 
 

 

 
 

 

 

 

 

5. DISCUSIÓN 

5.1. Respuesta antioxidante de Lotus japonicus al estrés salino 

5.1.1. Estado fisiológico de la planta y daño oxidativo  

En esta Tesis nos propusimos estudiar el efecto de la salinización en la expresión de más 

de 20 genes antioxidantes en hojas y raíces de L. japonicus. Con este fin se cuantificó el 

contenido de mRNA y, para la mayoría de los genes, también la correspondiente proteína 

y actividad enzimática. 

En primer lugar, examinamos el efecto de dos tipos de tratamientos salinos (S1 y S2) 

sobre algunos marcadores fisiológicos y bioquímicos. La comparación entre los 

tratamientos S1 y S2 nos permitió extraer algunas conclusiones importantes. Las plantas 

S1 mostraron una disminución del Ψw foliar, pero no acumulación de Na+ o cambios en 

los contenidos de K+ y Ca2+ en las hojas. Se produjo también un descenso del área foliar 

por planta y un ligero aumento en el PS de la parte aérea. Por consiguiente, la salinidad en 

las plantas S1 tiene exclusivamente un efecto osmótico, que se evidencia también por el 

incremento de la concentración de prolina en hojas y raíces. La prolina es un 

osmopretector, sintetizado rápidamente en respuesta a la deshidratación celular, que 

puede tener funciones adicionales en la eliminación de ROS y en la regulación de genes 

de respuesta a estrés (Zhu, 2001; Khedr y cols, 2003; Díaz y cols, 2005). La 
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deshidratación del tejido foliar en las plantas S1 puede disminuir la expansión celular y 

por tanto el área de las hojas de nueva formación, sin detrimento del PS de la parte aérea. 

En comparación con las plantas S1, la prolongada salinización experimentada por las 

plantas S2 no causó ningún descenso en el Ψw foliar, pero sí una disminución del PS de la 

parte aérea, del área foliar y del contenido de K+, mientras que aumentó la concentración 

de Na+, Ca2+, prolina y malondialdehído. Estos resultados indican que las plantas S2 

sufren el efecto tóxico del NaCl, además del efecto osmótico observado en las plantas S1. 

El efecto tóxico observado en las plantas S2, que conlleva un ligero retraso del 

crecimiento, alteración de la homeostasis del K+ y Ca2+ y peroxidación de lípidos, ha sido 

descrito anteriormente en plantas expuestas al estrés salino durante largos periodos de 

tiempo (Cavalcanti y cols, 2004; Sánchez y cols, 2008). Sin embargo, en contra de lo 

descrito por otros autores (Hernández y cols, 1999; Sánchez y cols, 2008), en este trabajo 

hemos observado que el estrés salino no tiene ningún efecto en el contenido foliar de Mg, 

P, S, Fe y Mn, y que provoca un incremento, en vez de descenso, en el contenido de Zn. 

Estos datos indican que el crecimiento de la planta no estuvo limitado en nuestras 

condiciones experimentales. Teniendo en cuenta el efecto de la salinidad en el 

crecimiento de la planta, también podemos concluir que L. japonicus es más tolerante que 

otras leguminosas de interés agronómico. Así, el PF de la parte aérea no varió en el 

tratamiento S1 y se redujo un 82% en S2 en esta leguminosa, mientras que disminuyó un 

40% en plantas de guisante tratadas con NaCl 100 mM durante 14 d (Hernández y cols, 

1999) y un 84% en plantas de judía tratadas con NaCl 100 mM durante 12-14 d 

(Jungklang y cols, 2004). Una posible explicación de esta relativa tolerancia de 

L. japonicus es su capacidad para evitar que el Na+ alcance la parte aérea en las plantas 

S1. Incluso en las plantas S2, el Na+ aumenta 2,6 veces, cifra considerablemente menor 

que el incremento de 47 veces que tiene lugar en guisante (Hernández y cols, 1999).  

5.1.2. Expresión de enzimas antioxidantes 

La diferencia entre los tratamientos S1 y S2 también nos permitió interpretar algunos 

cambios en la expresión génica. En primer lugar se observó la inducción de varios genes 

SOD en hojas, pero no en raíces, de las plantas S1. Este hecho revela que estas plantas 

perciben el estrés salino, aunque sólo su componente osmótico, ya que no se observó 

ninguna acumulación de iones o daño oxidativo con este tratamiento. Asimismo, 

podemos concluir que los genes SOD se inducen en respuesta a la deshidratación celular 
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y no propiamente a la salinización, lo cual sería coherente con la sobreproducción en 

cloroplastos de O2·-, sustrato de las SODs, durante la desecación (Menconi y cols, 1995). 

A tenor de los resultados obtenidos en esta Tesis, proponemos que las plantas S1 evitan el 

daño oxidativo mediante una combinación de dos factores: la exclusión de Na+ en las 

hojas y la activación de los genes SOD. Esta activación puede estar desencadenada por un 

incremento en la producción de ROS como consecuencia de la deshidratación celular. Por 

otro lado, en las hojas de las plantas S2 se produce una acumulación de Na+ que tiene 

efectos negativos en el crecimiento y metabolismo de la planta.  

El aumento de los niveles de mRNA de las SODs en las plantas S1 no se refleja en 

cambios en el contenido de proteína o actividad enzimática. Esto mismo ha sido 

observado en otras plantas y puede deberse, entre otros factores, a una regulación 

post-transcripcional de las enzimas (Attia y cols, 2008). En este sentido, el mecanismo de 

inducción de los genes CuZnSODc y CuZnSODp por el estrés salino no tiene por qué ser 

necesariamente transcripcional. Así, en plantas de A. thaliana expuestas a estrés 

oxidativo, los niveles de mRNA de estos dos genes CuZnSOD están regulados por 

microRNAs específicos (Sunkar y cols, 2006). El incremento de actividad CuZnSODc en 

las plantas S2 podría también reflejar el retraso entre la activación génica, que ocurre en 

las plantas S1 (con una exposición más corta al estrés salino) y la síntesis de la enzima 

funcional, que tendría lugar en las plantas S2 (con una exposición más prolongada al 

estrés salino). Por otro lado, el aumento de los niveles de mRNA de SOD en hojas pero 

no en raíces podría estar relacionado con la necesidad de proteger la maquinaria 

fotosintética de los cloroplastos, uno de los compartimentos celulares con mayor 

producción de ROS en plantas (Asada, 1984). Esta explicación encajaría, además, con la 

inducción en hojas de algunos genes que codifican importantes enzimas antioxidantes en 

cloroplastos, tales como CuZnSODp, FeSODp, APXs, GPX1 y GPX6 (Rubio y cols, 

2009b). 

La expresión de las enzimas implicadas en la eliminación del H2O2 se estudió en 

hojas y raíces en condiciones de estrés salino. En raíces, los niveles de mRNA de la 

catalasa aumentaron en el tratamiento S1 pero disminuyeron en el S2, si bien estos 

cambios no tuvieron repercusión en los niveles de proteína y actividad. Se observaron 

variaciones de los niveles de mRNA de algunas enzimas del ciclo ascorbato-glutatión. 

Los niveles de mRNA de APXt y APXs mostraron un patrón opuesto en las hojas de las 

plantas S1, mientras que el nivel de mRNA de la GRc disminuyó significativamente en 
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las raíces. Por otro lado, no se detectaron cambios en la actividad enzimática o en las 

concentraciones de metabolitos del ciclo ascorbato-glutatión, lo que sugiere que este ciclo 

es funcional en las plantas S1 y S2. No obstante, hay que recalcar la inducción de la 

expresión de DRc en hojas y raíces. Los niveles de mRNA y proteína aumentaron en las 

plantas S1 y S2, mientras que la actividad enzimática se incrementó solamente en las S2. 

Debido a que estos cambios no fueron acompañados de variaciones en otras actividades o 

en los metabolitos del ciclo ascorbato-glutatión, la enzima DR desempeñaría funciones 

adicionales. Una de ellas estaría relacionada con la necesidad de mantener el ascorbato 

reducido en el apoplasto, y quizás en otros compartimentos, ya que el ascorbato es un 

cofactor de varias enzimas implicadas en la formación y estabilización de las paredes 

celulares y en la síntesis de hormonas (Arrigoni y De Tullio, 2002). Aunque no se ha 

detectado DR en el apoplasto, éste contiene hasta el 10% del ascorbato total de hojas 

(Pignocchi y Foyer, 2003). En el apoplasto, el ascorbato se oxida rápidamente y el DHA 

necesita pasar de nuevo a la célula para su reducción por la DRc (Pignocchi y Foyer, 

2003). Así, la necesidad de una elevada actividad DR en el citosol asociada con la 

regeneración de ascorbato en el apoplasto podría explicar, al menos en parte, por qué el 

gen DRc, y no el DRp, se induce en L. japonicus durante el estrés salino. 

A pesar del mantenimiento de las defensas antioxidantes, en las plantas S2 se produce 

daño oxidativo, a juzgar por la acumulación de malondialdehído. Esta observación tendría 

dos posibles explicaciones: (a) el malondialdehído se genera a nivel de las membranas y 

no en la fracción soluble de las células, y los antioxidantes podrían ser insuficientes para 

evitar la peroxidación de las membranas; y (b) el daño oxidativo es el resultado de un 

exceso en la producción de ROS y no de una protección antioxidante insuficiente, como 

se ha propuesto para nódulos senescentes de soja (Evans y cols, 1999).  

5.2. Regulación de las tiol sintetasas de Lotus japonicus en respuesta a óxido nítrico y 

hormonas  

En las plantas el GSH es un antioxidante muy abundante pero también desempeña otras 

muchas funciones, tales como la regulación del ciclo celular, desarrollo de la planta, 

transporte y almacenamiento de azufre, respuesta a estrés y destoxificación de metales 

pesados (Maughan y Foyer, 2006). En leguminosas, existe otro tripéptido relacionado 

estructuralmente, el hGSH, que puede reemplazar parcial o totalmente al GSH y ejercer 
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las funciones del GSH o quizás algunas diferentes a ellas (Frendo y cols, 2001; 

Matamoros y cols, 2003).  

La síntesis de GSH se realiza en dos reacciones consecutivas dependientes de ATP 

catalizadas por la γECS y la GSHS, mientras que la síntesis de hGSH comparte la primera 

enzima y posteriormente requiere una hGSHS específica. Para profundizar más en los 

mecanismos de regulación de biosíntesis de GSH y hGSH en leguminosas, en esta Tesis 

se quiso determinar los patrones de expresión de los genes que codifican las tres tiol 

sintetasas en L. japonicus en respuesta a tratamientos con hormonas, que son cruciales en 

el desarrollo de la planta y en la señalización del estrés (Fujita y cols, 2006; Balbi y 

Devoto, 2008). 

En plantas, las IAA y CKs son necesarias para el desarrollo de los meristemos 

apicales y radiculares, entre otras funciones (Dello Ioio y cols, 2008). Nuestros datos 

revelan que estos dos tipos de hormonas tienen un efecto similar en la regulación 

transcripcional de la biosíntesis de tioles. De hecho, el resultado más relevante es que 

tanto IAA como CKs inducen la expresión de GSHS pero apenas tienen efecto sobre la 

expresión de los otros dos genes. Estos resultados están de acuerdo con lo demostrado en 

A. thaliana, donde el GSH interviene en el control de la división celular y en el 

crecimiento del ápice de los pelos radiculares (Sánchez-Fernández y cols, 1997), siendo 

necesario para la transición de la fase G1 a S (Vernoux y cols, 2000). La inducción de 

GSHS por IAA y CKs movilizaría por lo tanto la síntesis de GSH, lo que explicaría 

algunos de los efectos de ambas hormonas en la división y diferenciación celular. 

Además, la regulación diferencial de GSHS y hGSHS podría indicar que GSH y hGSH no 

son funcionalmente equivalentes, al menos en el control del ciclo celular.  

Las PAs son uno de los compuestos más importantes en la señalización celular del 

estrés abiótico (Bouchereau y cols, 1999; Fujita y cols, 2006). Existen evidencias de que 

las PAs están implicadas en la tolerancia a estrés, promueven la actividad mitótica y son 

necesarias para la síntesis de ácidos nucleicos y para completar el ciclo celular 

(Bouchereau y cols, 1999; Alcázar y cols, 2006).  

Es importante remarcar que las tres hormonas implicadas en la división celular (IAA, 

CKs y PAs) inducen la expresión de GSHS pero no de hGSHS, lo que sugiere una función 

específica del GSH en este proceso. Puesto que varias hormonas, incluidas las CKs y 

PAs, pueden inducir la síntesis de NO (Neill y cols, 2003; Tun y cols, 2006), se estudió el 

efecto del SNAP, un compuesto donador de NO, sobre los genes de las tiol sintetasas en 
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raíces de plantas de 15 d. El gen γECS responde a PAs y NO a las 24 h de tratamiento, 

mientras que el GSHS se induce a este tiempo con IAA, CKs, PAs y NO. Este patrón de 

expresión podría indicar que la respuesta a algunas hormonas de los genes γECS y GSHS, 

pero no del gen hGSHS, está mediada a nivel transcripcional por NO. En el caso de las 

PAs, nuestros datos apoyarían la hipótesis de que esta hormona regula directa o 

indirectamente la síntesis de NO (Tun y cols, 2006; Yamasaki y Cohen, 2006). Además, 

el GSH puede reaccionar con el NO formando GSNO, que constituye un reservorio y 

donador endógeno de NO en las células (Besson-Bard y cols, 2008). Por ello, parece 

lógico que la célula responda a un aumento del NO con una mayor expresión de los genes 

implicados en la síntesis de GSH. Nuestros resultados nos permiten conjeturar que el 

hGSH no actuaría como reservorio de NO y que el GSH y hGSH podrían desempeñar al 

menos algunas funciones distintas dentro de la célula, en contra de lo propuesto por otros 

autores (Frendo y cols, 2001).  

Los resultados obtenidos en raíces de L. japonicus indican que la expresión de 

hGSHS es mayor que la de GSHS. Para estudiar esta observación con más detalle, 

determinamos la actividad hGSHS y el contenido en hGSH mediante HPLC y así 

averiguar a qué nivel se produce la regulación de la síntesis de este tiol en respuesta a 

hormonas. La conclusión fue que, en raíces tratadas con IAA, CKs o PAs, la abundancia 

relativa del transcrito de hGSHS se corresponde con la de la actividad hGSHS, pero no 

con el contendido en hGSH, lo que implica que probablemente existe una regulación 

post-traduccional de la síntesis de hGSH en raíces de L. japonicus en respuesta a 

hormonas.  

5.3. Hemoglobinas no simbióticas y truncadas de Lotus japonicus 

5.3.1. Estructura de los genes LjGLB y análisis filogenético de las proteínas 

El genoma de L. japonicus contiene tres genes que codifican Lbs típicas, que se expresan 

de manera muy abundante en los nódulos (Uchiumi y cols, 2002). Sin embargo, esta 

leguminosa, como otras plantas, contiene también Hbs no simbióticas y truncadas, cuyas 

funciones son muy poco conocidas. Uno de los objetivos de esta Tesis fue caracterizar los 

genes LjGLB y determinar su patrón de expresión en los diferentes órganos y tejidos de la 

planta.  
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Una búsqueda en librerías genómicas y de ESTs de L. japonicus nos permitió aislar 

los clones genómicos y de cDNA que contenían la secuencia parcial o completa de cinco 

genes LjGLB (Bustos-Sanmamed y cols, 2011). El análisis filogenético de las secuencias 

teóricas de las proteínas, junto con la estructura de los genes, confirmaron sus 

asignaciones a las tres clases de Hbs. Así, el dendrograma evidencia un clado 

completamente separado para las GLB3s, confirmando que estas proteínas forman una 

familia distinta de las Hbs simbióticas y no simbióticas (Wittenberg y cols, 2002). 

Asimismo, se observan clados estrechamente relacionados para las GLB1s y GLB2s. Al 

igual que en L. japonicus, las Lbs de otras leguminosas y la Hb simbiótica de Casuarina 

glauca presentan una elevada homología con las Hbs no simbióticas de clase 2 (Appleby, 

1992; Trevaskis y cols, 1997). El dendrograma muestra también una alta homología entre 

las Hbs no simbióticas de clase 2 y las Lbs, coherente con sus similares propiedades 

bioquímicas (Trevaskis y cols, 1997). De hecho, se ha propuesto que las Lbs proceden de 

una Hb no simbiótica ancestral que, mediante duplicación y evolución por divergencia, 

adquirió una función más especializada en el nódulo (Andersson y cols, 1996; Hardison, 

1998). En el caso de L. japonicus, esta Hb ancestral habría originado, además, la 

LjGLB2. 

Los cinco genes LjGLB contienen cuatro exones y tres intrones en posiciones 

homólogas a los de otros genes Hb de plantas vasculares y no vasculares (Hunt y cols, 

2001). Los exones 2, 3 y 4 de LjGLB1-1, LjGLB1-2 y LjGLB2 y sus ortólogos en 

A. thaliana tienen el mismo tamaño, mientras que las LjGLB3 tienen un tamaño idéntico 

al de AtGLB3 para los tres primeros exones y pequeñas diferencias para el exón 4 

(Bustos-Sanmamed y cols, 2011). Esta organización de los genes LjGLB3 y AtGLB3 y la 

elevada identidad (65-87%) entre las secuencias de LjGLB3 y GLB3s de otras plantas 

reflejan un alto grado de conservación entre las Hbs truncadas. Esto es evidente en el 

dendrograma, en el que las GLB3s definen una rama completamente separada. Las 

proteínas predichas para LjGLB3s son 8-17 aminoácidos más largas que las LjGLB1s y 

LjGLB2. El tamaño mayor de las GLB3s parece ser una característica común en plantas, 

al contrario que ocurre con las Hbs truncadas de origen bacteriano, que son 20-40 

residuos más cortas que las Hbs no simbióticas (Vinogradov y cols, 2006; Jokipii-Lukkari 

y cols, 2009). 
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5.3.2. Expresión diferencial de los genes LjGLB en órganos vegetales 

El perfil de expresión de los cinco genes se realizó mediante qRT-PCR en plantas que 

crecieron en cultivo hidropónico. Las hojas, tallos, raíces y nódulos fueron cosechados a 

los 45 d (en el periodo vegetativo de crecimiento), mientras que las flores y frutos se 

cosecharon en plantas de 60 d (cuando las vainas alcanzaron c. 3,5 cm).  

Los resultados obtenidos para los genes LjGLB concuerdan con los de otras Hbs no 

simbióticas y truncadas, que se expresan en todos los tejidos de A. thaliana (Trevaskis y 

cols, 1997; Watts y cols, 2001), soja (Anderson y cols, 1996; Lee y cols, 2004) y 

monocotiledóneas (Ross y cols, 2004). Sin embargo, en este trabajo hemos encontrado, 

por vez primera, que los genes de las tres clases de Hbs se expresan muy marcadamente 

en los nódulos. Este hecho sugiere que las tres clases de Hbs son necesarias para el 

funcionamiento del nódulo y que están localizadas en diferentes compartimentos 

celulares y/o realizan funciones complementarias. Para estudiar esta cuestión más 

detalladamente, se localizaron los mRNAs de los cinco genes en los nódulos y se 

determinaron los efectos del NO, condiciones de estrés y hormonas en la expresión de los 

genes en raíces y nódulos.  

5.3.3. Localización de los transcritos de los genes LjGLB en nódulos 

Los transcritos de LjGLBs se localizaron en nódulos maduros mediante hibridación in situ 

usando sondas marcadas con UTP-digoxigenina. Los transcritos de LjGLB1-1 y 

LjGLB1-2 se localizaron principalmente en la zona de infección y en los haces vasculares. 

Esta localización en la zona de infección y haces vasculares coincide con los resultados 

obtenidos por Shimoda y cols (2009), quienes observaron que la actividad del promotor 

LjGLB1-1 se localiza en los haces vasculares y en la zona infectada de nódulos maduros y 

que esta localización se corresponde con la de producción de NO. Además de estas dos 

localizaciones, nosotros pudimos detectar niveles de mRNA significativos en la zona del 

córtex. En el caso de LjGLB1-2, no hubo señal de fondo en el córtex por lo que la 

localización del transcrito es muy precisa. Sin embargo, en el caso de LjGLB1-1, la sonda 

control produjo una señal leve en el córtex y por ello no podemos asegurar la presencia de 

una señal no específica en este tejido del nódulo. Aunque el mRNA de ambos genes tiene 

la misma localización en los nódulos, LjGLB1-2 se expresa en todos los órganos de la 
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planta y su transcrito es especialmente abundante en las hojas, lo que sugiere una función 

distinta para las proteínas LjGLB1-1 y LjGLB1-2.  

Los transcritos de LjGLB2 y LjGLB3-2 se localizaron principalmente en el córtex y 

en los haces vasculares, lo que coincide con los resultados de localización de actividad 

génica utilizando fusiones promotor-GUS en nódulos maduros transgénicos (Bustos-

Sanmamed y cols, 2011). La mayor expresión de LjGLB3-1 comparada con la de 

LjGLB3-2 en nódulos de L. japonicus, también observada en M. truncatula (Vieweg y 

cols, 2005), sugiere que LjGLB3-1 pero no LjGLB3-2 participa específicamente en la 

simbiosis. Comparando nuestros resultados con los obtenidos previamente para nódulos 

indeterminados de M. truncatula (Vieweg y cols, 2005), es interesante destacar que estos 

autores observaron expresión de GLB3-1 y GLB3-2 predominantemente en las células 

infectadas y en los haces vasculares, respectivamente.  

Podemos concluir que las tres clases de Hb se expresan abundantemente en los 

nódulos, localizándose en ciertos tejidos como el córtex o los haces vasculares y, para 

algunos genes y etapas del desarrollo del nódulo, también en la zona infectada. El caso 

más evidente es la colocalización de LjGLBs en los haces vasculares del nódulo. Estas 

células, que incluyen a las células acompañantes del floema y xilema y las células del 

parénquima floemático, muestran alta actividad metabólica y contienen altos niveles de 

enzimas antioxidantes para proteger los componentes celulares de las ROS generadas en 

las mitocondrias (Rubio y cols, 2009a). Las células de los haces vasculares exhiben una 

elevada actividad respiratoria para producir el ATP necesario para el transporte de 

metabolitos. De hecho, las proteínas LjGLB1 podrían contribuir a mantener unos niveles 

adecuados de ATP en condiciones de hipoxia, tal como se ha descrito para las proteínas 

GLB1 de monocotiledóneas (Igamberdiev y Hill, 2004). Asimismo, las proteínas LjGLB 

podrían unirse a determinados ligandos o moléculas señal que se transportan por los haces 

vasculares. Así, hay que señalar las células del xilema y floema generan altas tasas de NO 

(Gabaldón y cols, 2005; Gaupels y cols, 2008), lo que apoyaría el papel de LjGLB1-1 en 

el metabolismo de NO en los haces vasculares.  

5.3.4. Regulación de la expresión de los genes LjGLB en respuesta a óxido nítrico, 

estrés abiótico y hormonas 

Trabajos anteriores evidencian que las proteínas GLB1 están involucradas en la 

regulación de los niveles de NO (Igamberdiev y Hill, 2004). Además, algunos genes 
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GLB1 en L. japonicus y A. firma responden a NO, y se ha propuesto que estas proteínas 

juegan un papel en la destoxificación del NO durante la simbiosis (Shimoda y cols, 2005; 

Sasakura y cols, 2006). En esta Tesis hemos analizado los patrones de expresión de los 

cinco genes LjGLB en raíces tratadas con dos donadores de NO para comparar el efecto 

del SNAP y el SNP en la expresión, tomando LjGLB1-1 como control. Nuestros 

resultados indican que LjGLB1-1 es el único gen LjGLB que responde al NO, sugiriendo 

que la LjGLB1-1, y no la LjGLB1-2, está involucrada en el metabolismo del NO. En 

nódulos de L. japonicus, se ha propuesto una función de la LjGLB1-1 y las Lbs en la 

eliminación y/o el metabolismo del NO, puesto que ambos tipos de hemoproteínas 

muestran una alta afinidad por el NO in vitro (Mathieu y cols, 1998; Dordas y cols, 2004; 

Meakin y cols, 2007). Las condiciones de microaerobiosis, la alta producción de NO y la 

abundancia de Lbs en los nódulos serían también favorables para el funcionamiento del 

ciclo “Hb/NO”, tal como parece ocurrir en las raíces en condiciones de hipoxia 

(Igamberdiev y Hill, 2004).  

Los genes de Hbs de plantas también responden a las condiciones de estrés y a la 

adición de sacarosa. Así, AtGLB1 se induce con la hipoxia y la sacarosa, y AtGLB2 con el 

estrés por frío (Trevaskis y cols, 1997). El gen GLB1 de A. firma se induce igualmente en 

respuesta a las bajas temperaturas (Sasakura y cols, 2006), mientras que LjGLB1-1 se 

induce por hipoxia y estrés por frío, y LjGLB1-2 por sacarosa (Shimoda y cols, 2005). En 

esta Tesis hemos estudiado los efectos de la hipoxia, bajas temperaturas y sacarosa en la 

expresión de los genes LjGLB en raíces de plántulas que crecieron durante 15 d en placas 

Petri. En contra de los análisis de expresión descritos por Shimoda y cols (2005), en este 

trabajo hemos encontrado que la sacarosa induce el gen LjGLB1-1 en las raíces. Esta 

discrepancia puede ser atribuida a la utilización, por dichos autores, de RNA de la planta 

completa en vez de RNA de la raíz. Por otra parte, la falta de respuesta de LjGLB1-2 al 

estrés por frío es coherente con lo observado en el gen ortólogo de A. thaliana, AtGLB2, 

que se induce por bajas temperaturas en hojas pero no en raíces (Trevaskis y cols, 1997), 

lo cual sugiere un efecto dependiente de tejido.  

Las hormonas están implicadas en múltiples funciones dentro de la planta como son 

la morfogénesis y la respuesta a estrés. Ya que las Hbs pueden actuar como sensores de 

estrés o moduladores metabólicos en respuesta a factores de desarrollo o ambientales, en 

este trabajo hemos estudiado el efecto de las hormonas en la expresión de los genes de las 
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Hbs. Hasta ahora la información existente acerca de este tema se restringe a unas pocas 

hormonas o genes (por ejemplo, consultar Hunt y cols, 2001; Shimoda y cols, 2005).  

Los resultados obtenidos en esta Tesis ponen de manifiesto la existencia de diferentes 

mecanismos regulatorios en la expresión de Hbs para cada hormona, gen y órgano. Esta 

conclusión se apoya en las siguientes observaciones. Primero, los genes LjGLB, incluso 

aquellos pertenecientes a la misma clase de Hb, tienen patrones de expresión específicos 

en respuesta a hormonas. Algunos ejemplos son el efecto opuesto de ACC y CKs en 

LjGLB1-1 (inducción) y LjGLB1-2 (represión), o el efecto de ACC y PAs en LjGLB3-1 

(inducción) y LjGLB3-2 (sin cambios en la expresión) en raíces. Segundo, las hormonas 

pueden tener efectos opuestos en función del órgano de la planta. A este respecto, 

pudimos observar en raíces una fuerte inducción de LjGLB1-1 por las CKs y de LjGLB2 y 

LjGLB3-1 por las PAs, mientras que en nódulos la expresión de LjGLB2 y LjGLB3-1 fue 

suprimida en respuesta a CKs. La inducción de LjGLB1-1 por las CKs también ha sido 

observada, aunque con menos intensidad, en plántulas de 10 d de L. japonicus crecidas en 

placas de agar y tratadas con 10 μM de bencilaminopurina durante 24 h; sin embargo, 

esta CK no tuvo ningún efecto en la expresión de LjGLB1-2 en la planta entera (Shimoda 

y cols, 2005). Tercero, las PAs y el JA causaron una fuerte inducción de LjGLB1-1 en las 

raíces. Estos efectos podrían estar mediados por NO, ya que sólo este gen respondió a 

NO, y el tratamiento de plantas de A. thaliana con PAs o JA parece estar relacionado con 

un incremento de NO (Huang y cols, 2004; Tun y cols, 2006). Sin embargo, las PAs 

también podrían actuar mediante mecanismos independientes de NO, ya que este tipo de 

hormonas son capaces de inducir la expresión de LjGLB2 y LjGLB3-1.  

La aplicación exógena de CKs causa una fuerte represión, o la completa inactivación, 

de la expresión de LjGLB2 en raíces y nódulos, LjGLB3-2 en raíces, y LjGLB3-1 en 

nódulos. Es probable que los elementos cis que responden a CKs estén ampliamente 

distribuidos en los promotores de los genes GLB y no sólo restringidos a los genes GLB2 

(Hunt y cols, 2001). Esta hipótesis es coherente con la observación de que el factor de 

transcripción ARR1, regulado por CKs, activa al promotor de un gen GLB1 de arroz 

(Ross y cols, 2004). El efecto de las CKs en la expresión génica puede variar según las 

especies, el tejido y la edad de la planta. Aparte del conocido efecto de las CKs en el 

control de la diferenciación de meristemos en A. thaliana y en otras plantas no 

leguminosas, las CKs se han relacionado también con el proceso simbiótico de las 

leguminosas, ya que mutantes en el principal receptor de estas hormonas, CRE1, son 
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deficientes en la nodulación (Frugier y cols, 2008). Los importantes cambios observados 

en la expresión de las Hb en los nódulos y raíces en respuesta a CKs podrían estar 

relacionados con las rutas de señalización de esta hormona en la raíz durante la 

organogénesis y actividad del nódulo. Por otro lado, el hecho de que los genes de las Hbs 

truncadas respondan al tratamiento con CKs sugiere que ambas proteínas comparten una 

misma función en los procesos regulados por esta hormona pero en distintos tejidos, 

siendo más importante LjGLB3-1 en los nódulos y LjGLB3-2 en raíces. 

5.3.5. Regulación de la expresión de los genes LjGLB en la interacción con 

microsimbiontes 

Las Hbs no simbióticas y truncadas pueden estar también involucradas en el proceso de 

nodulación. Se ha propuesto que la proteína LjGLB1-1 modula la concentración de NO 

de los nódulos, evitando que se inhiba la nitrogenasa (Shimoda y cols, 2009). Por otra 

parte, la respuesta de los genes LjGLB2 y LjGLB3-1 a CKs en los nódulos y sus elevados 

niveles de expresión, especialmente en el córtex, zona infectada y haces vasculares de 

nódulos jóvenes, apoyan la hipótesis de que LjGLB2 y LjGLB3-1 intervienen en el 

desarrollo del nódulo, al igual que se ha propuesto para el gen GLB3-2 de M. truncatula 

(Vieweg y cols, 2005).  

En esta Tesis, para confirmar la posible implicación de LjGLB2 y LjGLB3 en la 

nodulación, hemos estudiado los patrones de expresión en respuesta a la interacción con 

el microsimbionte M. loti. Puesto que la respuesta de las Hbs en la interacción con el 

rizobio podría deberse a una respuesta defensiva de la planta hacia la bacteria, se estudió 

también la interacción con R. leguminosarum. Además, para verificar que había una 

interacción del rizobio con la raíz de L. japonicus, se usó el gen LjNIN, un regulador 

transcripcional que actúa en los estadíos iniciales de la nodulación (Borisov y cols, 2003), 

como gen control. A las 6 h del tratamiento ya había una inducción de LjNIN en respuesta 

a con M. loti pero no hubo respuesta de ninguno de los genes LjGLB estudiados hasta las 

24 h. El gen LjGLB2 se indujo en respuesta al simbionte, lo cual, junto con los resultados 

de la localización del mRNA y de la actividad del promotor, apoyaría la idea de que 

LjGLB2 es necesario en las fases iniciales del establecimiento de la simbiosis.  

Shimoda y cols (2005) observaron una inducción de LjGLB1-1 en plántulas de 10 d a 

las 4 h de ser inoculadas con M. loti. La rápida generación de NO tras la inoculación 

podría desencadenar una respuesta defensiva; sin embargo, la LjGLB1-1 y posiblemente 
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también las Lbs, todas ellas con gran afinidad por el NO, disminuirían la concentración 

de NO, permitiendo el establecimiento de la simbiosis. A las 6 h los niveles de expresión 

de LjGLB1-1 son similares a los de plantas control y a las 24 h se muestra una cierta 

represión de este gen, lo que podría atribuirse a un mecanismo de autorregulación de su 

actividad tras inducción inicial para inhibir la respuesta defensiva de la planta.  
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6. CONCLUSIONES 

1. La leguminosa modelo Lotus japonicus es más tolerante a la salinidad (NaCl 

150 mM durante 7 días) que algunas leguminosas de interés agronómico como la judía o 

el guisante, a juzgar por diversos marcadores fisiológicos y bioquímicos. En el 

tratamiento salino más intenso (NaCl 50-150 mM durante 18 días), la respuesta 

antioxidante de la planta resulta insuficiente, generándose un estrés oxidativo. La 

diferente respuesta a los dos estreses salinos es atribuible a la duración de los tratamientos 

más que a las concentraciones de NaCl aplicadas.  

2.  Los genes glutatión sintetasa y homoglutatión sintetasa de L. japonicus muestran 

una regulación diferencial en respuesta a moléculas señal como el óxido nítrico y 

hormonas, y también se expresan de manera diferente en hojas, raíces y nódulos, lo que 

apoya una distinta función del glutatión y homoglutatión en el desarrollo de la planta. En 

las raíces, el homoglutatión es el tiol más abundante y su síntesis está regulada 

post-traduccionalmente.  

3. Además de tres genes de leghemoglobinas, en el genoma de L. japonicus existen 

cinco genes que codifican dos hemoglobinas no simbioticas de clase 1 (LjGLB1-1 y 

LjGLB1-2), una hemoglobina no simbiótica de clase 2 (LjGLB2) y dos hemoglobinas 

truncadas (LjGLB3-1 y LjGLB3-2). Estos genes se expresan de manera diferencial en los 

órganos vegetales y en respuesta a óxido nítrico, estrés abiótico y hormonas. Así, el gen 

LjGLB1-1 se induce por óxido nítrico, hipoxia y bajas temperaturas en las raíces, mientras 
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que las citokininas causan una completa inactivación de LjGLB2 y LjGLB3-1 en los 

nódulos y la inducción de LjGLB1-1 en las raíces.  

4. Los transcritos de las hemoglobinas LjGLB1-1, LjGLB2 y LjGLB3-1 son muy 

abundantes en los nódulos y se localizan preferentemente en el córtex, en los haces 

vasculares y, según el estado de desarrollo de los nódulos, también en la zona infectada. 

Los elevados niveles de expresión de estas hemoglobinas en los nódulos, su localización 

en los tejidos de nódulos y raíces con alta actividad metabólica y sus distintos 

mecanismos de regulación nos llevan a proponer que las tres clases de hemoglobinas son 

esenciales para la simbiosis y desempeñan funciones complementarias. 
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